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Forord
Det 25. Strategimete 1 regi av Referansegruppen for eksterne kvalitetsvurderinger 1
bakteriologi, mykologi og parasittologi omhandlet ” Diagnostikk ved fremmedlegeme-

relaterte infeksjoner” og ble avholdt 04.11.2011 1 Oslo. P4 metet deltok 39 representanter fra
landets medisinsk-mikrobiologiske laboratorier.

Ansvarlig programkomité, som ogsa har ferdigstilt denne avsluttende rapporten, var Kére
Bergh, Truls Leegaard og Martin Steinbakk (leder).

Komitéen har hatt et spesielt ansvar for den innledende og oppsummerende delen, mens
ansvaret for de enkelte innleggene 1 rapportens del 2 er overlatt til de enkelte innlederne.

Vi haper rapporten vil vise seg a bli nyttig for de enkelte laboratoriene.

Oslo, 10.09.2012

For Referansegruppen

Per Sandven Martin Steinbakk
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10.10-10.40 Introduksjon: Vertsfaktorer, Martin Steinbakk, FHI

mikrobefaktorer og biofilmers betydning for
fremmed-legemeinfeksjoner

| Moteleder: Truls Leegaard
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| 15.15-15.45 | Diskusjon og oppsummering |

| 15.45-15.50 | Avslutning |
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1 KORT SAMMENDRAG OG ANBEFALINGER

1.1 Introduksjon: Vertsfaktorer, mikrobefaktorer og
biofilmers betydning for fremmedlegeme-relaterte
infeksjoner

Generelt vil fremmedlegemer bidra til redusert infeksjonsforsvar og da sarlig slik at minste
infeksiose dose reduseres og at ogsa lavvirulente mikrober lettere kan gi infeksjon. En
forutsetning for infeksjon er kontaminasjon og binding til overflate av fremmedlegemer og
det er serlig Gram-positive mikrober som er best utrustet til 4 bindes. Ved etablert
kolonisering og infeksjon dannes det oftest biofilm og dette bidrar til at slike infeksjoner er
vanskeligere & behandle enn andre infeksjoner. I tillegg bidrar biofilmen til at mikrobene
endrer egenskaper (f. eks. «small colony variants») hvor de enkelte mikrokolonier kan ha
ulike egenskaper (ulike vekstkarakteristika og nedsatt folsomhet for antimikrobielle midler).

1.2 Hofte og kneleddsproteser

I Norge ble det 1 2010 satt inn vel 7200 primare hofteproteser og rundt 4500 primare
kneleddsproteser. I tillegg kommer ca. 2700 hemiproteser til pasienter med larhalsbrudd.
Leddproteseinfeksjoner inndeles etter tid fra operasjonstidspunkt til symptomdebut

Tidlige (< 3 mnd etter operasjon)

Forsinkede (3-24 mnd etter operasjon)

Sene (> 24 mnd etter operasjon)

Nylig har norske ortopeder foreslatt & bruke en mer strikt definisjon av tidlig, forsinket og sen
infeksjon (Inge Skrdmm personlig meddelelse):

Tidlige (<4 uker etter operasjon)
Forsinkede  (4-12 uker etter operasjon)
Sene (>12 uker operasjon)

Forekomst av leddproteseinfeksjon avhenger av type inngrep: hofteproteser 0.5-1%,
kneproteser 2%, osteosynteser 5%, mens hemiproteser (hofte) har en hoyere infeksjonrate (7-
10%)". Klinisk diagnostikk baserer seg pa symptomer (smerter, losning?) og lokale funn i
operasjonsomradet. Bildediagnostiske undersgkelser har begrenset verdi, serlig ved akutte
infeksjoner.

God og standardisert provetakning og mikrobiologisk diagnostikk er svert viktig for klinisk
diagnostikk og behandling. Multiple prover er nedvendig for & sikre etiologi ved
leddproteseinfeksjoner.

! Norske tall fra NOIS: 2006 (ved oppstart) var det eneste dret det var > 10% infeksjonsrate, fra 2007 og frem til
i dag rundt 7%.



1.3 Mikrobiologisk diagnostikk ved hofte- og
kneleddsproteser

Selv om fokus pd metet var hofte- og kneleddsproteser er mye direkte overforbart til
diagnostikk ved infeksjoner i proteser i andre ledd.

Etiologien ved proteseinfeksjoner er variert, men domineres av koagulase-negative
stafylokokker, Staphylococcus aureus, streptokokker (alfa- og beta-hemolytiske) samt
enterokokker. Fakultativt anaecrobe Gram-negative bakterier er sjeldnere, men er rapportert fra
20-25% av infeksjonene, mens obligate anaerobe bakterier utgjor ca. 10%. Valg av medier og
dyrkningsbetingelser ma derfor bade ta hensyn til at mange av mikrobene krever rike medier
for vekst og er forholdsvis langsomtvoksende. Det understrekes at det er nodvendig &
samarbeide nart med patologene for & fange opp spesielle problemstillinger som kan pavises
ved histologi (f. eks. granulomates betennelse, pdvisning av sopphyfer).

Sentrale spersmal om mikrobiologisk diagnostikk ved proteseinfeksjoner inkluderer:

Prevetakning — antall preover og lokalisasjon. Prevene ber tas fra periprotetisk vev (interface-
membranen) og synovialveske. Studier har vist at lokalisasjon for prevetakning er hayst
relevant og strategimaotet anbefalte folgende fem prover:

3 periprotetiske prover (helst fra interface-membran)
1 leddvaeske (pa blodkulturmedium?) — for skylling

1 prove fra synovialhinne

(Blodkultur ved mistanke om bakteriemi)

I tillegg kan det vaere aktuelt & ta en prove (“avskrap”) fra protese, men dette er 1 praksis ikke
helt enkelt og synes & gi lite ekstra 1 forhold til prevene fra interface-membran, leddvaeske og
synovia. Skyllevaske er neppe relevant (sterk fortynning, fare for kontaminasjon og redusert
sensitivitet).

Gram-farging og mikroskopi av periprotetiske prover har vanligvis liten verdi ved elektiv
revisjonsartroplasti. Preparter kan ev. giemmes og vurderes sekundart om behov eller ved
spesiell problemstilling.

Valg av medier, inkubasjonstid og inkubasjonsbetingelser.
Som et minimum anbefales rik nonselektiv agar inkubert aerobt og anaerobt samt

thioglycollatbuljong. Inkubasjonstid ved primarutsaed er 5 degn. Ved sekunderutsed fra
buljong anbefales 3 dagers inkubasjon.

Dyrkningsmedium Inkubasjonstid
Aerob agar (blod) 5 dager
Anaerob agar (rik blodagar) 5 dager

Anaerob buljong (thioglycollat) 5 dager

Sekundeaerutsaed fra buljong 3 dager

? Ut fra etiologi ber en foretrekke anaerob blodkulturflaske.
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Ved mistanke om soppinfeksjon anbefales egen soppskél og 5 dagers inkubasjon. Noen
laboratorier benytter rutinemessig ogsa sjokoladeagar aerobt (fanger opp noen mer sjeldne
ekstra kravstore mikrober) og tillegg av selektive anaerobe agar-skéler. Hurtigvoksende
mykobakterier vokser pd aerobe blodskéler, men ved granulomates betennelse er det aktuelt &
bruke medier som fanger opp langsomtvoksende mykobakterier (inkl. M. tuberculosis).

Prevebehandling i laboratoriet:

Alle (blete”) vevsprover skal homogeniseres — morter eller annen teknikk (aseptiske
betingelser!). Sonikering av selve protesen kan gi okt utbytte ved at biofilm pé protesen
frigjores/losnes. Studier hvor pasienten har fitt antibiotikabehandling siste 14 dager
preoperativt har vist gkt sensitivitet ved bruk av sonikator, men selve provehandteringen ved
sonikering er problematisk og standardiserte prosedyrer mangler forelopig (hvor stort volum
skal protesen plasseres i, varighet av og ved hvilken styrke skal sonikeringen forega, hvordan
unnga kontaminering under sonikering etc.). I tillegg mangler standard for a kontrollere
effekten til sonikator.

Avlesning/vurdering av oppvekst.

Funn av samme mikrobe i minst 2 av 5 prover sannsynliggjor diagnosen proteseinfeksjon.
Polymikrobiell infeksjon er ikke uvanlig. Ved oppvekst av stafylokokker er det ofte et
uryddig bilde med flere ulike kolonimorfer som lett kan mistolkes som blandingsflora, men
som i realiteten oftest genetisk er like (selv om resistensbestemmelse kan gi noen forskjeller).
Det er derfor viktig med god identifikasjon og vurdere pulsfelt eller andre molekylere
karakteriseringsmetoder (se innledning om SCV).

Bruk av molekylare metoder (f. eks. PCR) direkte pa vevsprevene synes forelopig ikke
indisert som rutine. Det er stor kontaminasjonsfare ved prosessering og hey risiko for falsk
positiv PCR ved universell 16S rRNA-gen PCR, men kanskje kan spesifikke PCR-analyser
(S. epidermidis, S. aureus, P. acnes 0sv.) vere nyttig.

Se ogsd HPA’s sider om Investigation of Prosthetic Joint Infection Samples.
http://www.hpa.org.uk/ProductsServices/MicrobiologyPathology/UK StandardsForMicrobiolo
gylnvestigations/TermsOfUseForSMIs/AccessToUKSMIs/SMIBacteriology/smiB44Investiga
tionofProstheticJointInfectionSam/

1.4 Kunstige hjerteklaffer og karproteser

I engelskspraklig litteratur omtales disse infeksjoner hver for seg under ”prosthetic valves” og
“non-valvular cardiovascular devices” og omfatter saledes sveert mange ulike fremmed-
legemer. Infeksjoner i kunstige hjerteklaffer og karproteser har ofte samme patogenese
(fremmedlegeme, biofilm og mikrobe) og omtales derfor samlet. Infeksjonsrate angis til 0,6-
0,94 infeksjoner/100 000 opererte/dr og risiko er storst tidlig etter inngrepet. Risiko for
infeksjon av karproteser avhenger av lokalisering av graft og angis til <1 % (kun buk) til 6%
ved subinguinal lokalisasjon.

Mikrobiologisk etiologi ved infeksjon etter innsetting av klaffeproteser varierer i forhold til
tid etter inngrep (tidlig < 2 mnd, intermedicert 2-12 mnd og sen > 12 mnd), og selv om S.
aureus er viktig tidlig etter inngrep, dominerer koagulase-negative stafylokokker ved
forsinkede/sene infeksjoner.
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Ved karproteser opptrer tidlig infeksjon innen 3 mnd. Ogsa her er S. aureus viktig tidlig,
mens koagulase-negative stafylokokker dominerer senere. Dersom erosjon av tarm er arsak til
infeksjon, vil Gram-negative staver og anaerobe bakterier dominere.

Blodkulturer er sentral i diagnostikk (vaskulaere fremmedlegemer i kontakt med sirkulerende
blod) og det henvises til prosedyre for blodkulturdiagnostikk ved endokarditt. Ved eksisjon av
hjerteklaff eller karprotese anbefales at vev mortes/homogeniseres (skrapes av mekanisk
klaffeprotese) for klaff eller protese legges i anrikningsbuljong (serumbuljong el.l.)

Utsed til blodagar, sjokoladeagar og rik anaerob agar (f. eks. HM-0) og inkuberes ved 35 °C 1
5 dogn. Ved mistanke om soppinfeksjon anbefales utsad til soppmedier og ev. forlenget
inkubasjon. Ved egnet materiale anbefales bruk av anrikningsbuljong og aerob inkubering 1 2-
5 dogn.

Direkte pavisning av mikrobielt DNA 1 eksidert materiale ber forsekes (f. eks. direkte
amplifisering av 16S rDNA)

1.5 Intravasale fremmedlegemer (fokus pa CVK)

Infeksjon knyttet til intravasale katetre kan vare lokalisert til innstikksted eller passasje
gjennom vev for inngang i1 blodére (tunell-infeksjon) eller manifestere seg i form av
kateterrelatert blodbaneinfeksjon (KR-BBI)

Provetakning og undersgkning av infeksjon ved innstikksted blir som ved vanlig sérinfeksjon.
Tunell-infeksjon er en mer alvorlig infeksjon og vil oftest medfere at kateteret ma fjernes. S.
aureus er vanligste agens ved begge infeksjonstyper. Pravetakning og vurdering folger
vanlige retningslinjer for infeksjon i dypt vev.

Ved KR-BBI er problemstillingen ofte knyttet til mer uklar klinisk tilstand med feber og
bakteriemi. Undersokelsen har til hensikt & avklare om kateteret er kolonisert med mikrober
og derved mulig arsak til bakteriemien.

Indikasjon for mikrobiologisk analyse av katetersegment er klinisk mistanke om
kateterrelatert blodbaneinfeksjon.

Diagnostisk tilneerming kan skje pé to ulike mater — A) med kateteret pa plass eller B)
undersokelse av kateterspiss ndr kateteret er tatt ut.

A) Diagnostikk av KR-BBI med kateter pa plass (problemstilling ofte ved korttids
kateterisering eller hvor det er svart lite onskelig eller umulig & fjerne kateter)

Det anbefales a anlegge blodkultur fra kateter og perkutant fra perifer vene. Funn av samme
mikrobe 1 blod tatt fra perifer vene og i blod tatt fra kateteret, styrker mistanken om at det
foreligger KR-BBI. Det er ikke grunnlag for & hevde at parvis, tidsdifferensiert blodkultur er
bedre enn parvis kvalitativ blodkultur (f. eks. bruk av Isolator eller annen metode forn a
kvantitere bakteriemengde)
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Acridinorange leukocyte cytospin kan vere et nyttig supplement for a fa et raskt resultat. Selv
med hoy pretest sannsynlighet for KR-BBI har testen hoy NPV, og negativ test gjor
diagnosen mindre sannsynlig. Analysen har derimot relativt lav PPV, selv ved hoy pretest-
sannsynlighet, og et positivt funn ma tolkes med forsiktighet..

B) Diagnostikk av KR-BBI etter at kateter er fjernet

Semikvantitativ eller kvantitativ dyrkning av katetersegment (spiss) gjores enten ad modum
Maki® eller ved & klippe katetersegment i sma biter (2-3 mm) i 5 ml anrikningsbuljong og riste
godt for utseed av 0,1 ml (3 draper med plastpipette®) til blodagar er tilnaermet likeverdige
metoder.

Mikrobiologisk verifisert KR-BBI krever at samme mikrobe skal pavises bade i blod tatt
perkutant og fra katetersegmentet/ blod tatt via kateter.

Ikke-kvantitativ (kvalitativ) dyrking av katetersegment er for lite spesifikt og blir ikke
anbefalt.

Parvis kvantitativ blodkultur er den metoden som har heyest spesifisitet i forhold til KR-BBI,
men det er ikke aktuelt & anbefale dette som standardmetode da fa (om noen?) av de norske
mikrobiologiske laboratoriene har nedvendig utstyr/kompetanse. Bade kvalitativ blodkultur
og parvis tidsdifferensiert blodkultur kan benyttes. Det er ikke holdepunkt for at det siste er
bedre enn det forste.

1.6 Peritoneal dialyse

Peritoneal dialyse eker i omfang og infeksjoner knyttet til prosedyren har mange felles trekk
med andre fremmedlegeme-relaterte infeksjoner. Ogsé her kan infeksjoner deles inn etter
lokalisasjon: lokal ved innstikksted eller 1 forlgpet av kateter under hud (tunell) eller inne 1
selve bukhulen.

Provetakning og undersgkning av infeksjon ved innstikksted blir som ved vanlig sérinfeksjon.
Tunell-infeksjon er en mere alvorlig infeksjon og vil oftest medfere at kateteret mé fjernes. S.
aureus er vanligste agens og provetakning og vurdering folger vanlige retningslinjer for
infeksjon 1 dypt vev.

Ved mistanke om peritonitt (blakket dialysat, feber, magesmerter eller andre symptomer pa
peritonitt) skal dialysatet dyrkes. Etiologisk agens ved peritonitt omfatter mange ulike
mikrober bade aerobe, anaerobe og sopp.

For & sikre god nok sensitivitet i undersgkelsen, anbefales det & dyrke et relativt stort volum
dialysat (30-40 ml) fordelt pa aerob, anaerob og ev. soppflaske.

3 Ved Makis metode rulles katetersegmentet godt rundt pa agarskal, cut-off for signifikant vekst angis til 15
cfu/skal.

* Vanlig brukte graderte plastpipetter som tar 2-3 ml vil avgi ca 35-40 ul per dripe nar det suges opp ca 1 ml i
pipetten. Cutoff for vanlige hudmikrober angis til 1000 cfu ved seriefortynning (som tilsvarer 100 cfu ved utsaed
av 0,1 ml direkte pa skal). Buljong dyrkes aerobt i 1 degn for ev. ny utsaed for pavisning av andre potensielt
patogene mikrober (som ofte ogsé vil vare pavist i blodkultur).
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Blodkultur-flaskene inokuleres lokalt eller pa laboratoriet (aseptiske prosedyrer). I tillegg
anbefales 10 ml dialysat pa sterilt glass for ev. mikroskopi (etter sentrifugering) eller annen
analyse 1 laboratoriet.

Blodkulturflasker settes til inkubering s& snart som mulig eller oppbevares i romtemperatur.
Dialysevaske som ikke inokuleres pd blodkulturflasker oppbevares i kjoleskap for
forsendelse til laboratoriet.

Ved tegn pa allmennsymptomer anbefales vanlige blodkulturer (ber alltid vurderes). I tillegg
anbefales dyrkningsprove fra innstikksted ved sekresjon/infeksjonstegn.

Direkte mikroskopi (etter sentrifugering av 10 ml dialysat ved 3000g) har lav sensitivitet, men
er viktig ved sopp-peritonitt for & unnga forsinket behandling. Gram- eller acridin-farging er
antagelig adekvat, men bruk av Calcofluor white ber vurderes.

Utsad og viderearbeid fra positive kulturer:
* Direkte mikroskopi
* Utsad pa blod, sjokolade og fra anaerobe flasker, et generelt anaerobt medium som
HM-0.
* Identifisering og resistensbestemmelse som vanlig.

HPA (Health Protection Agency) anbefaler vann-lyse sentrifugering av 25-100 ml dialysat
med utsaed til blod, sjokolade og generelt anaerobt medium samt inokulering av
blodkulturflasker (http://www.hpa.org.uk/SMI/pdf)

Bruk av molekylere teknikker for a pavise bakterier (16S rDNA) og sopp (18S rDNA) kan
vere aktuelt dersom det er opplysning om antimikrobiell behandling.

Ved dyrkningsnegativ peritonitt mad man vurdere mer sjeldne agens som Mycobacterium
spp.m.fl.

Noen anbefaler blindutsed fra blodkulturflasker som forblir negative etter 5 dager til aecrob
(blod- og sjokoladeagar) og anaerob (HM-O0 eller liknende) dyrkning og ev. mikroaerofilt
(sjokoladeagar).

Mange nyttige prosedyrer kan finnes via HPA pé lenken http://www.hpa.org.uk/SMI/pdf.
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2 SAMMENDRAG AV INNLEGGENE

2.1 Introduksjon: Vertsfaktorer, mikrobefaktorer og
biofilmers betydning for fremmedlegeme-relaterte
infeksjon

Martin Steinbakk, Avdeling for bakteriologi og infeksjonsimmunologi, Divisjon for smittevern,
Folkehelseinstituttet
e-post: martin.steinbakk(@thi.no

Vertsrespons pa implanterte biomaterialer.

Biomaterialer som implanteres for maneder og ar ma oppfylle to kriterier: mekaniske
egenskaper som kan ta over funksjonen til det defekte vev de erstatter og dernest mé
biomaterialet aksepteres og integreres av verten pa en forutsigbar og kontrollert méte.

Intet implantert materiale er helt biologisk inert og i denne sammenheng snakkes det om fire
ulike vertsresponser (1): 1) materialet frigjor toksiske forbindelser som medferer skade og ev.
ded pa omliggende vev, i1) materialet er non-toksisk men blir gradvis resorbert og erstattet av
det omliggende vev, iii) materialet er non-toksisk og biologisk inaktivt, men kan ikke
degraderes av verten som reagerer med innkapsling (gjelder mange biomaterialer av metall og
plast) og iv) materialet er non-toksisk, men interagerer med omgivende vev via kjemiske
bindinger som stabiliserer implantatet.

F. eks. vil enkelte materialer i gruppe iii1) utlese en kronisk inflammatorisk respons
(’fremmedlegeme-reaksjon”) som etter en akutt initial inflammatorisk respons kan gi en
kronisk granulomates vevs-reaksjon og som kan persistere ogsa etter innkapsling (2).
Fagocytter synes & bidra til reaksjonen pa to beslektede méter. I den forste fagocyterer
granulocytter og makrofager sma fragmenter av biodegradert eller korrodert biomateriale av
metall eller plast. Disse fragmentene kan ikke ytterligere degraderes og persisterer
intracellulert. Ved den andre mekanismen (ogsé kalt ”frustrated phagocytosis™) angriper
fagocyttene partikler som er for store til & kunne fagocyteres (f. eks. nylon-trad, glass og ulike
plastmaterialer). I begge tilfeller kan fagocyttene bli permanent aktiverte og frigjore
inflammatoriske mediatorer som sure og neytrale hydrolaser, komplement-faktorer, tumor
nekrose-faktor (TNF), interleukiner, prostaglandiner, plasminogen aktivator og
koagulasjonsfaktorer.

Biomateriale i kontakt med blod ma tolereres av blodceller og ikke indusere til koagel-
dannelse. Nér et fremmedlegeme kommer i1 kontakt med blod, vil det normalt umiddelbart
deponeres proteiner og celler pa materialet (3). Dersom denne prosessen far fortsette, vil det
bidra til trombedannelse og risiko for embolier. Dette betyr at materiale som benyttes til
hjerteventiler og andre permanente karproteser ma vere trombe-resistente slik at aktivering av
koagulasjons-kaskaden ikke skjer.

Biomaterialer som brukes til implantater i bein belyser et annet aspekt ved vertens respons pa
biomaterialer. Beinvev stimuleres til vekst og remodellering ved stress. Implantater av metall
er sterkere enn beinvev og overforer ikke stress (3) og kan medfere resorpsjon av beinvev og
derved mekanisk lesning av implantatet.
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Verstfaktorer og stafylokokk-infeksjoner.

Stafylokokker har en rekke receptorer pa overflaten som interagerer med vertens cellulaere
komponenter (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules -
MSCRAMMs). Vertskomponenter som fremmer binding av S. aureus inkluderer viktige
proteiner og glykoproteiner fra plasma, trombocytter, bindevev og basal-membraner. De mest
aktive vertsproteiner som interagerer med S. aureus og fremmer binding til membraner er:
fibronectin, fibrinogen og fibrin, kollagen, laminin, vitronectin, trombospondin, sialoprotein i
benveyv, elastin og von Willebrand faktor. Invasive stammer av S. aureus binder mer
fibronectin enn milje-stammer. S. epidermidis og andre klinisk relevante arter av koagulase-
negative stafylokokker har et mye svakere apparat for interaksjon med ulike vertsproteiner
enn S. aureus.

Vertsfaktorer som predisponerer for fremmedlegeme-infeksjon.

Tilstedevearelse av et fremmedlegeme oker det patogene potensial av lavvirulente mikrober (f.
eks. S. epidermidis). Flere studier har vist at infeksigs dose reduseres drastisk ved
tilstedevarelse av fremmedlegeme. F eks. var 100 cfu av S. aureus nok til a gi infeksjon ved
tilstedevaerelse av silkesutur, mens det krevdes 10’ cfu uten sutur (4). P4 lignende vis er en
veskammer-modell brukt til & vise at det er enkelt & etablere infeksjon med S. aureus Wood
46°. Nar vevskammer var operert inn under huden p4 marsvin var infeksios dose 10° cfu,
mens det ikke var mulig & etablere infeksjon uten vevskammer, verken subcutant eller
intraperitonealt med 10® cfu (5). I annet studium viste man at tidspunkt for behandling etter
inokulering av mikrobe var avgjerende for utfallet (6). Bdde vankomycin og rifampicin
forebygget eller eliminerte vevs-kammer-infeksjon om behandling ble gitt like for eller innen
6-12 timer etter inokulering med 10° cfu S. aureus Wood 46, men var helt ineffektive om
behandling ble startet > 12 timer etter inokulering.

Hva er det som gir et slik nedsatt infeksjonsforsvar? Den normale bactericide effekt av
fagocytter reduseres drastisk ved tilstedevarelse av fremmedlegeme (5). Man har ogsa vist at
selv om granulocyttene helt har mistet evnen til drap av katalase-positive mikrober, har de
fortsatt en viss restevne til drap av katalase-negative mikrober (7). Granulocytter kan
odelegges ved kontakt med fremmedlegeme og dersom man injiserer ferske granulocytter inn
1 samme vevskammer reetableres bactericidi.

Mikrobefaktorer belyst ved S. aureus

Fibrinogen deponeres umiddelbart pa nyimplanterte materialer og er den viktigste ligand for
S. aureus adheranse. Forst mye senere blir fibronectin den dominerende ligand. S. aureus er
primart en ekstracelluleer mikrobe som bindes til bestanddeler i ekstracelluleer matrix for
kolonisering og ev. infeksjon. Bindingen skjer via fibronectin-bindende proteiner (FnBPA og
FnBPB) or fibrinogen-bindende proteiner (clumping factors, cIfA and clfB).

Fibronectin er et dimerisk glycoprotein som finnes 1 loselig form 1 vevsvaske og i fibrillaer
form i ekstracelluler matrix. Ner alle S. aureus kan bindes til fibronectin og de fleste isolater
har bade fnbA- og fnbB-gener (77%), mens ca 1/5 har bare fnbA-genet.

Fibrinogen er stort protein som bestar av tre poplypeptidkjeder (a, B, y) med mange
disulfidbroer. Bade aktiverte granulocytter og blodplater bindes primeert til fibrinogen. S.
aureus uttrykker CIfA pa overflaten gjennom hele vekstfasen og kan derved bindes til
fibrinogen. CIfA-defekte mutanter bindes normalt ikke til koagler eller fibrinogendekkede

>'S. aureus Wood 46 mangler protein A og opsonisering skjer derfor vesentlig via alternativ vei og deponering av
C3b pa mikrobens overflate
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plastmaterialer, men ved svart store inokula ser det ut til at mikrobene kan benytte andre
adhesiner.

Small-colony varianter (SCVs) av stafylokokker vokser langsomt og har defekt i
elektrontransport. Noen av de samme defekter finnes hos andre mikrober nar de vokser 1
biofilm: 1) langsom vekst, i1) redusert oksydativ metabolisme og iii) ekt antibiotikaresistens.
S. aureus 1 form av SCVs har noen unike egenskaper i tillegg til langsom vekst: de er
nonhemolytiske, non-pigmenterte (mange er gjennomskinnelige), produserer smd mengder
koagulase, fermenterer mannitol langsomt eller ikke og er resistente mot aminoglykosider
(som krever intakt elektrontransport for & komme inn 1 bakteriecellen). Mens S. aureus SCVs
er pavist ved en rekke ulike infeksjoner, tyder noen data pa at slike stammer er noe mindre
virulente enn vanlige S. aureus. For palitelig & kunne pavise SCVs av S. aureus ma skaler
inkuberes minst 72 t (Waldvogel and Bisno s. 45)

Biofilm

Biofilm er pdvist pa nesten alle typer av katetre (arteriekatetere, sentralvenese katetre,
urinveiskatetere) og andre medisinske fremmedlegemer som pacemaker-trdder. Forst pa
begynnelsen av 1980-tallet ble man klar over at “’slime-producing” S. epidermidis var av
betydning for kateter-assosiert sepsis og infeksjoner (8). I 1981 viste man at stafylokokker,
Acinetobacter og Pseudomonas aeruginosa festet seg (lett) til innsiden av intravengse katetre
(9). Koagulase-negative stafylokokker forarsaket de tykkeste bakteriefilmene og bakteriene
var tett pakket i en slimete matrix (10). Disse tidlige observasjoner viste at S. epidermidis er
en opportunistisk patogen og at enkelte stammer danner et ekstracellulert polysakkarid som
bidrar til biofilmdannelse.

I et materiale péd 44 pasienter med aorto- eller femoropopliteal karprotese uten infeksjonstegn,
men hvor man senere matte gjore revisjon pga aneurisme eller trombose var S. epidermidis
det vanligste funn (69%) og nesten alle isolatene produserte slim (87%). Det ble antatt at
senkomplikasjonen skyldtes infisert biofilm (11).

Man ble raskt klar over at det var stor forskjell i ulike biomaterialers evne til & fremme grad
av biofilmdannelse. Bakterierer fester seg til naer alle biomaterialer via en ikke-spesifikk
adheranse (elektrostatiske og hydrostatiske bindinger). Coating av overflater med ulike
proteiner som gir mer hydrofile egenskaper kan redusere bindingen (serlig for S. epidermdis).
Adheranse av S. aureus stimuleres av ulike plasmaproteiner (fibrinogen og fibronectin).
Binding av S. epidermidis stimuleres av hydrofobe interaksjoner og hemmes oftest av ulike
plasmaproteiner.

Biofilmdannelse skjer altsé i en to-trinnsprosess (12): 1) adheranse av bakterier til polymer-
overflaten (skjer svert raskt) og i) akkumulering av flere lag av ansamlinger av bakterieceller
1 en ekstracellulaer matrix. Adheranse til polystyren (hydrofob overflate) medieres via
proteinet AtIE (et autolysin som bl a. virker i siste delingsfase for & separere de to
dattercellene). Mutanter som mangler at/E-genet har sterkt redusert bindingsevne til
polystyren (50-folds reduksjon), men adhererer like godt som villtype til glass som har en
hydrofil overflate. Ica-genet koder for slim og autoaggregerende substans (PIA —
polysakkarid intercellulaert adhesin). Mutanter som mangler PIA adherer godt til polystyrene,
men kan ikke danne biofilm pa verken polystyren eller glass-overflater.
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Hvordan skjer koloniseringen — belyst for intravaskulzre proteser.

Selv om insidens av infeksjon 1 cardiovaskulare proteser er lav (1-8%) er morbiditet og
mortalitet betydelig. F.e ks. viser tall fra USA at prosedyrer som resulterer 1 infeksjon med
koagulase-negative stafylokokker har betydelig hoyre mortalitet (30,5%) sammenlignet med
pasienter uten slik infeksjon. Sopp forekommer sjelden ved implantat-infeksjoner, men
overlevelsesrate er bare 50%. Etter at implantatet er satt pd plass blir det umiddelbart dekket
av ulike serum og vevskompnenter. Elektrostatiske krefter kan virke over forholdsvis store
avstander (> 10" nm), mens hydrostatiske krefter kan virke over mye kortere avstander (2-6
nm). Begge disse faktorene bidrar til initial adhesjon av mikrober til biomaterialet. Innen 1-3
timer vil mikrobene ha festet seg og spesifikke adhesiner fester mikrobene til biomaterialet.
Kolonisering med biofilmdannelse vil oftest vaere etablert innen 48 t etter primar adhesjon
(Waldvogel and Bisno Chap 5). Hvilke vevskomponenter som inngér varierer fra mikrobe til
mikrobe, men bade blodplater og granulocytter synes a vaere viktige 1 tillegg til ulike

serumproteiner.
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2.2 Hofte og kneleddsproteser

Inge Skramm, seksjonsoverlege, ortopedisk avdeling, Akershus Universitetssykehus
Epost: inge.skramm@ahus.no

Bakgrunn

Ifolge data fra Nasjonalt Register for Leddproteser ble det i Norge 1 2010 innsatt vel 7200
primare hofteleddsproteser og rundt 4500 primere kneleddsproteser (Rapport Juni 2011,
www.haukeland.no/nrl/). I tillegg kommer ca 2700 hemiproteser til larhalsbruddpasienter, en
fordobling siste 5 &r som folge av blant annet norske studier der proteseopererte kommer
bedre ut enn osteosyntese (Frihagen et al., 2010) . Leddproteser finnes i mange varianter, alt
fra glatte, blankpolerte i metall til ”coatede” med hydroxyapatitt for beninnvekst nar man
ikke bruker sementfiksering. De fleste proteser pa markedet er i spesialbehandlet stal, men
bade titan, andre metaller, polyetylen og keramikk er 1 bruk som deler av evt. i hele protesen.
Innforing av systemisk antibiotikaprofylakse og anitbiotikaholdig sement resulterte 1
signifikant reduksjon av antall proteserevisjoner som folge av infeksjon (Engesaeter et al.,
2003). Nasjonale overvakingsdata fra Nederland har vist uendret incidens av dyp infeksjon
etter hofteleddsproteser over 10 &r (Mannien et al., 2008). Lidgren skrev 1 2001 at
leddproteseinfeksjoner ikke lenger var en bekymring (Lidgren, 2001), men senere studier
viser at dette dessverre ikke er korrekt (Jamsen et al., 2009). En norsk studie angir sogar
okning 1 antall revisjoner av hofteleddsproteser som folge av infeksjon (Dale et al., 2009). I
tillegg kommer at hemiproteser etter larhalsbrudd har betydelig hoyere infeksjonsrate enn
primere totalproteser, ifolge Norsk overvakingssystem for infeksjoner i sykehus (NOIS) 7.7%
pa landsbasis (Dale et al., 2011). Stefansdottir (Stefansdottir et al., 2009) fant at bare
halvparten av pasienter operert med kneprotese 1 Sverige fikk antibiotikaprofylakse til rett tid
hvilket kan tolkes som uttrykk for manglende disiplin og forsemring av hygienisk standard i
operasjonsmiljoet.

Diagnostikk og klassifisering av proteseinfeksjon

Klinikers infeksjonsdiagnose baseres pé klinikk med lokale funn i operasjonsomréadet,
serologiske mikrobiologiske og histologiske funn. Bildediagnostiske undersekelser har
begrenset verdi, spesielt ved akutte infeksjoner (Tehranzadeh et al., 2001). Nasjonale
overvakingsprogram av postoperative sarinfeksjoner definerer infeksjon i henhold til
CDC/NNIS kriteriene (Horan et al., 1992), dette gjelder ogsé for den norske overvakingen
(NOIS) som innen ortopedi overvaker hofteleddsproteser. Denne definisjonen av ”surgical
site infection” ber ogsé legges til grunn nér klinikeren 1 det enkelte tilfellet vurderer
infeksjonsdiagnosen. Leddproteseinfeksjoner inndeles gjerne videre etter symptomdebut fra
operasjonstidspunkt da dette er avgjerende for bade patogenese, klinikk og prognose, samt
kirurgisk behandling av infeksjonen (1-2 seanse revisjon av protese, retensjon av protese).
Zimmerlis inndeling av leddproteseinfeksjoner i tidlige (< 3mndr etter operasjon), forsinkede
(3-24 mndr) og sene (>24 mndr) er vanlig brukt (Zimmerli et al., 2004) og ivaretar
forskjellene mellom akutte, uttalt symptomgivende og lavgradige, lite symptomgivende
infeksjoner®. Leddproteseinfeksjoner oppstatt ved hematogen spredning vurderes i forhold til
tid fra symptomdebut, ikke fra operasjonstidspunkt.

6 Nylig har norske ortopeder foreslatt & bruke en mer strikt definisjon av tidlig, forsinket og sen infeksjon (se pkt
1.2) Tidlige (<4 uker etter operasjon), Forsinkede (4-12 uker etter operasjon), Sene (>12 uker operasjon)
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Ortopedens provetaking og vurdering av mikrobiologisk svar

Proevetaking

Ved leddproteseinfeksjoner ber antibiotikabehandling utsettes til peroperativ provetaking er
utfort, inklusive akutte infeksjoner med mindre pasienten er septisk. Dersom
antibiotikabehandling allerede er igangsatt vil seponering mindre enn 14 dager for
provetaking redusere sannsynligheten for pavisning av patogen mikrobe. Sonikering av
eventuelt fjernet implantat kan eke sannsynligheten for oppvekst av mikrobe (Trampuz et al.,
2007). Sonikering er imidlertid ikke tilgjengelig ved de fleste norske sykehus og
anbefalingen er derfor minimum 2 uker seponering av antibiotika fer prevetaking ved
mistanke om leddproteseinfeksjon. Penselprove fra sdroverflate og sinus har liten verdi da
kontaminering med mikrober fra omgivende omrédder er vanlig og vanskeliggjor tolkning av
provesvar.

Peroperative vevs- og leddvaskeprover er sikreste grunnlag for mikrobiologisk diagnose.
Stafylokokkspecies er fortsatt vanligste drsak til leddproteseinfeksjoner og utgjer 60-90% av
dyrkningsresultatene i peroperative prover (Zimmerli et al., 2004,Rafiq et al., 2006). Tross
utvidet dyrkning av peroperative vevspreover md man forvente 10-20% negativt
dyrkningsresultat (Trampuz and Zimmerli, 2008, Berdal et al., 2005). Totalt antall prover eller
minimum prosentandel positive prover som er nedvendig for sikker diagnose er ikke klart
definert, men det er enighet om behov for flere peroperative prover (synovia, protesenart vev
og leddvaske). Ved eventuell fjerning av sementert hofteprotese er det viktig at preovetaking
skjer for sementfjerning da nesten all sement brukt i Norge inneholder antibiotika og
frigjoring av dette kan pévirke bakterievekst.

Provene tas fra ulike lokalisasjoner i1 sérhulen, bdde supra- og subfascielt, samt pd hhv.
acetabular og femur (hofte)/ femur og tibiasiden (kne) av leddet. Leddveske ber aspireres
etter hudapning (dvs ikke gjennom hud), men for apning av leddkapsel. Sproyteinnhold
anbefales bade injisert i blodkulturflaske ((Levine and Evans, 2001)) og sendt direkte til
laboratoriet 1 forseglet, steril sproyte. Vevsbiopsiene legges direkte pa sterile glass merket
med lokalisasjon. I tillegg anbefales vevsbiopsi fra mest affiserte omrade til histologisk
undersokelse idet pavisning av inflammasjon kan styrke infeksjonsdiagnosen (Pandey et al.,
2000).

Tolkning

Det finnes ingen konsensus om tolkning av prevesvar verken i1 Norge eller internasjonalt.
Oppvekst av patogen mikrobe ved tidlig leddproteseinfeksjon med fulminant klinikk er lite
kontroversielt, mens spersmalet om lavgradig, lite symtomgivende infeksjon med
proteselasning eller aseptisk losning kan vare umulig & besvare. Siden koagulasenegative
stafylokokker bade er vanlig dyrkningsfunn ved leddprotese-infeksjoner og samtidig en vanlig
kontaminant, er det viktig a sikre tilstrekkelig antall prover. Flere forfattere angir ”cutoft” for
positiv dyrkning til minimum 3 av 6 prover med samme organisme (Atkins et al., 1998,
Lidgren et al., 2003). Det foreligger dog intet vitenskapelig grunnlag for en slik anbefaling.

Oppsummering

Med okende antall leddproteser og folgelig ekende antall leddproteseinfeksjoner er det behov
for felles standard for diagnostikk og behandling. Spesielt gjelder dette mikrobiologisk
provetaking, prevehandtering, analysemetoder og ikke minst, tolkningen av disse. Manglende
konsensus internasjonalt nedvendiggjer en nasjonal retningslinje for dette utarbeidet av
ortopeder, infeksjonsmedisinere og mikrobiologer.
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2.3 Mikrobiologisk diagnostikk ved hofte- og
kneleddsproteser — en innledning

Kare Bergh, Norges teknisk naturvitenskapelige universitet, LBK / St. Olavs hospital, Avd. for

medisinsk mikrobiologi
Epost: kare.bergh@ntnu.no

Bakgrunn

Infeksjon av hofte- eller kneleddsproteser representerer et meget alvorlig problem for affiserte
pasienter. Frekvensen varierer noe mellom ulike studier, men ca 1-2 % kan vere et rimelig
estimat.

Patogenesen for proteseinfeksjon (PI) er introduksjon av bakterier 1) lokalt (via peroperativ
kontaminasjon eller sarinfeksjon); eller 2) hematogent. Majoriteten av infeksjonene er av
lokal opprinnelse, mens de hematogene kan anslas til 20-40 %.

Etiologi

Péviste etiologiske agens utgjeres grovt sett av fire grupper med hver ca 20-25 % andel: 1)
koagulase-negative stafylokokker (KNS); 2) Staphylococcus aureus; 3) streptokokker (alfa-
og beta-hemolytiske) og enterokokker; 4) acrobe gram-negative bakterier; mens obligate
anaerober som en 5. gruppe utgjor ca 10 %. Det er viktig & vaere klar over at svaert mange
ulike bakterier og sopparter kan pavises som etiologiske agens ved PI. Innen gruppen av
anaerobe bakterier synes forekomsten av Propionibacterium acnes & vaere gkende, spesielt 1
settingen skulderproteser. Polymikrobiell etiologi anses ogsé som en realitet i noen tilfeller.

Tidlig vs sen PI — relevante patogenetiske faktorer

Generelt vil diagnosen av de tidlige postoperative proteseinfeksjonene vare rimelig enkel da
symptomene oftest peker entydig pa en lokalisert infeksjon, for eksempel med sekresjon fra
séret, rubor, evt. feber osv. Mikrobiologisk diagnostikk er da ogsa som regel grei med
vurdering av patogener i representative vevsbiopsier. Problemene knyttet til diagnosen av PI
er derfor 1 det vesentligste knyttet til de sene postoperative infeksjonene, som kan komme
flere ar etter innsettingen av protesen. Mikrobenes virulens vil derfor 1 hoy grad influere pa de
kliniske manifestasjoner og evrige inflammasjonsparametre. Lavgradige proteseinfeksjoner
kan derfor i ytterste konsekvens manifestere seg med beskjedne infeksjonssymptomer,
smerter og med losning av protesen. En slik losning kan vaere vanskelig & differensiere fra
mekaniske drsaker til proteselesning (kfr. ”Is aseptic loosening a myth?””). Ved siden av
virulensegenskaper hos mikroben er flere faktorer medvirkende til at inflammasjons-
symptomene kan vere lite fremtredende, kanskje spesielt vekstmaten i biofilm. Hertil er
knyttet karakteristika som: 1) genetisk diversitet med SCV (small colony variants)-
problematikk (langsommere vekst, atypisk fenotypi); 2) polysakkarid matrix (favoriserer
persistens og hindrer vertens infeksjonsforsvar); 3) adheranse til overflater (redusert
tilgjengelighet for dyrkning, spesielt gjelder dette for synovialvaske); og 4) ”quorum sensing”
(og utveksling av resistensdeterminanter)

Kronisk, lavgradig infeksjon - mangel pa diagnostisk gullstandard for mikrobiologisk
diagnose

Studier er ofte vanskelig & sammenligne da ulike kriterier for PI er benyttet. Ofte benyttede
kriterier for PI (i ulike kombinasjoner) er:

* Sinus utferselsgang til overflaten

* Synlig purulens ved operasjon
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Positiv histologi (akutt inflammasjon med PMN)

Minst to periprotetiske biopsier (herunder medregnet synovialvaeske) med vekst av
samme mikrobe

Nylig introdusert: Vekst i sonikat (med definerte kvantitative krav)

En “flekkvis” lokalisering og veksthindring av mikrobene ved PI ma sannsynligvis paregnes,
og herved er det behov for multiple prever peroperativt. Kontaminasjonsproblematikken er en
definitiv realitet, og det virker nermest uomtvistelig at den mikrobiologiske diagnostikken av
PI ma ta med kriterier om at aktuelle mikrobe mi pavises 1 flere enn en vevsprave. Studier av
BL Atkins et al. fra 1998 med matematisk modellering viser klart hvordan ulike faktorer
influerer pé resultatene og vekten som kan tillegges de ulike faktorene. Funn av samme
mikrobe 1 minst tre biopsier var sterkt prediktivt for infeksjon (sensitivitet 66 %, spesifisitet
99.6 %), mens kriteriet om minst to positive prever vil gi noe hogyere sensitivitet og lavere
spesifisitet.

Sentrale sporsmal om mikrobiologisk diagnostikk ved PI inkluderer:

Hvor mange praver bor tas (periprotetiske og synovialveeske)? Lokalisasjon relevant?

Basert pa litteratur vil 5 periprotetiske biopsier pluss synovialvaske (tatt etter incisjon
av hud) peroperativt vere et godt forslag som ivaretar aspektet om multiple prever for
bedre tolkningsgrunnlag, samt akseptabel arbeidsmengde i laboratoriet.

Det er sveert darlig beskrivelse 1 mange studier om hvorfra provene er tatt, og
anbefalingene spriker. De fleste innebarer sampling fra flere steder. Basert pd egne
erfaringer er “interface-membranen” viktigst, og ma alltid inkluderes.

Synovialvaske tatt preoperativt har alltid en iboende risiko for kontaminasjon ved
stikk gjennom hud hvorved mikrokolonier” kan introduseres (for eksempel P. acnes,
KNS, korynebakterier), og funn av disse mikroorganismer kan indisere repetert
leddpunksjon. Ved preoperativ leddpunksjon ber ogsé leukocyttelling utfoeres.

Har Gram-farging og mikroskopi av periprotetiske prover verdi ved elektiv
revisjonsartroplasi?

Ved kronisk PI er sannsynligheten for positiv mikroskopi liten. I en presset ressurs-
situasjon synes jeg det er forsvarlig a utelate mikroskopi primart. Et alternativ kan
vere a lage preparatet ved utsaing for evt vurdering 1 ettertid nar dyrkningsvar
foreligger.

Hvilke medier skal benyttes for inkubasjon? Inkubasjonsbetingelser og varighet
(forlenget varighet for P. acnes diagnostikk). Behov for d inkludere diagnostikk av
sopp og mykobakterier?

Ved utsding ma det tas hoyde for kravfulle bakterier, og utsaed pa faste medier som
blodagar og sjokoladeagar (evt. ogsd McConkey) ber alltid suppleres med utsding i
anaerob-/ (anriknings-) buljong. I tillegg ma det inkluderes mulighet for pavisning av
anaerobe bakterier. De fleste vil anbefale homogenisering av materialet for utsaing.
Det anbefales at dyrkning utferes 1 minst 5 degn. HPA (Health Protection Agency)
anbefaler 2 degn for blod- og sjokolade-agar og 5 degn for FAA (Fastidious
Anaerobic Agar) og “anaerob”/anrikningsbuljong med terminal subkultur. Vedlagte
skjema kan legges til grunn som et diskusjonsgrunnlag for evt. anbefalinger.
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For pévisning av P. acnes anbefaler flere at inkubasjon forlenges (10 — 14 dager, evt.
lenger). Personlig erfaring med dyrkning av materiale fra PI med 7 dager inkubasjon
har relativt ofte resultert 1 funn av P. acnes. En mulighet vil ogsa vere & forlenge
inkubasjonen etter terminal subkultur fra anaerob-/anrikningsbuljongen med tanke pa
P. acnes, evt. andre anaerober.

Kan sonikering av protesen erstatte konvensjonelle periprotetiske prover?

Sonikering har de senere ar fatt betydelig oppmerksomhet som et alternativ eller
supplement 1 diagnostikken ved PI. Pr 1 dag er det ikke enighet om at sonikering
representerer et bedre alternativ enn multiple konvensjonelle biopsier i de tilfeller
pasienten har vart uten antibiotika preoperativt (siste 14 dager er av og til satt som en
grense).

Det er viktig & vere klar over at mye standardisering og kvalitetssikring gjenstar for
sonikering evt. tas 1 bruk som erstatning for konvensjonelle vevsprever. Hvis man
velger & benytte sonikering, er det ekstremt viktig & implementere tiltak for & forhindre
kontaminasjon ved handtering av relativt store protesekomponenter.

Ved bruk av sonikering mé det kvantitative aspektet inkorporeres ved prosessen. Det
anbefales sentrifugering av sonikeringsveasken for konsentrasjon og deretter
kvantitativ utsding pa / i de ulike medier. Derved kan bakterietallet relateres til total
bakteriemengde frigitt fra protesen ved sonikering. Forhold knyttet til anaerobisitet
ved transport av hel protese for utsding mé ogsé vektlegges.

Hvor ofte ses polymikrobiell infeksjon / diagnostiske kriterier?

Polymikrobiell etiologi er beskrevet 1 enkelte tilfeller, og muligheten for reell
infeksjon ma absolutt tas med 1 betraktning. Imidlertid er det et vesentlig problem hvis
problemstillingen gjelder flere typer av KNS og fenotypiske kriterier er benyttet. Det
er velkjent at stafylokokker fra biofilmrelaterte infeksjoner kan variere betydelig
fenotypisk (gjelder ogsé antibiotikafalsomhet) selv om de er av identisk genotype, kfr.
SCV problematikken som ogsé inkluderer S. aureus. Genotypiske kriterier ber derfor
ligge til grunn for & konkludere med stammeulikhet for stafylokokker.

Har molekylcergenetisk diagnostikk noen rolle?

Feltet var initialt preget av hoy grad av optimisme hva angikk potensialet ved
molekylergenetiske metoder. Hovedproblemet er relatert til kontaminasjonsfaren ved
1) den komplekse prosesskjeden fra provetaking til prosessering i laboratoriet; og 2)
problemet knyttet til bakterielt DNA som er svert utbredt i alle / nesten alle reagenser,
proteiner (inkl. endog Taq polymerasen) samt enzymer benyttet for bakteriell lysis og
DNA-ekstraksjon. Dette vil utgjore “bakgrunnsstey” som det er nedvendig & korrigere
for. Tidligere utsagn om at enhver proteselgsning skyldes infeksjon er sannsynligvis
influert av kontaminasjonsproblemene ved bruk av universell, 16S rRNA-gen PCR.
Et annet moment er at selv om PCR er ekstremt sensitiv pr PCR-reaksjon vil volumet
av biopsien som analyseres vare betydelig mindre sammenlignet med det som kan
benyttes til dyrkning. Dette kan vare en medvirkende forklaring til at sensitiviteten
ved PCR i noen studier er rapportert lavere enn ved optimalisert dyrkning.
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Modell hentet fra HPA (2009) som kan benyttes for utgangspunkt for diskusjon:
(http://www.hpa-standardmethods.org.uk/documents/bsop/pdf/bsop44.pdf)

( Grind or homogenise specimen )

Y

For all samples

) 4 A A
Fastidious
Slleop coih Blood agar anaerobic broth /
chocolate agar ;
equivalent
b 4 ) £ ) 4
Incubate at 35-37°C Incubate at 35-37°C Incubate at 35-37°C
5-10% CO;, Anaerobic 5-10% CO; or for
40-48 h 5 days cooked meat in air
Read daily Read 48 h

A
v Sub-culture at 5

A 4
Staphylococci BSOP ID 7

Streptococci BSOP ID 4 Anaerobes days
Enterococci BSOP ID 4 BSOP ID 8
Enterobacteriaceae BSOP ID 16 BSOP ID 14
Pseudomonads BSOP ID 17 BSQOP ID 25
Fastidious Gram-negs BSOP ID 17
Fungi v v v
Blood agar Chocolate agar Sabouraud agar
4 \ 4 ) 4
Incu a_te Incubate in CO, Incubate in NO,
anaerobically
for48 h for 14 days
forh Read dail Read dail
Read daily y Y
A 4 ) 4 ) 4

Any organism Any organism Funai
Refer BSOP IDs, efer BSOP IDs, 9
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2.4 Kunstige hjerteklaffer og karproteser

Jorgen Vildershaj Bjornholt og Fredrik Miiller, Mikrobiologisk avdeling Oslo

Universitetssykehus, Rikshospitalet
E-post: jorgen.bjornholt@thi.no, fredrik.muller@ous-hf.no

Innledning:

I engelsksproglig litteratur omtales disse infeksjoner tradisjonelt hver for seg under
“prosthetic valves” og “non-valvular cardiovascular devices”. Det dreier seg altsa om langt
flere fremmelegemer enn beskrevet i overskriften (Tabell 1), men de fleste kirurgiske inngrep
og dermed kompliserende infeksjoner er nettopp relatert til kunstige hjerteklaffer og
karproteser. American Heart Association har gitt ut gode oversikter (“Scientific Statements™)
over endokarditt ved native og kunstige klaffer (1), og infeksjoner 1 karproteser (2). Felles for
disse infeksjoner er imidlertid patogenese med fremmedlegeme/biofilm/mikrobe og
alvorlighetsgrad med meget hoy komplikasjonsrate og mortalitet om udiagnostisert/
ubehandlet. Likeledes har den mikrobiologiske etiologi og diagnostiske tilneerming vesentlige
fellestrekk. Den mikrobiologiske diagnostikk av disse infeksjoner omtales derfor samlet.

Tabell 1. Ikke-klafferelaterte kardiovaskuaere fremmedlegemer. (Modifisert fra ref (3)).

Type fremmedlegeme Insidens av infeksigse komplikasjoner (%)
Pacemakere 0,13-19
Defibrillatorer 0-32
Left ventricular assist devices 25-170
Ventriculoatriale shunter 24-94
Ductus arteriosus closure devices sjeldne
Atrie septum closure devices sjeldne
Perifere vaskulare stenter sjeldne
Karproteser 1-6
Aortaballon pumpe <=5-26
PCl/angiografi relaterte bakteriemier <1
Koronararterie stenter sjeldne
Vena cava filtre sjeldne

Medisinsk-tekniske fremskritt, blant annet innen materialvalg og kirurgisk teknikk (minimal
invasiv teknikk og rekonstruktiv kirurgi) bade for klaffe- og karkirurgi vil medfere at
epidemiologien vil vare i fortsatt endring.

Hjerteklaffe-proteser

En oversikt over klaffekirurgi i Norge fra 2003 -2009 er gitt i tabell 2. Det foreligger ikke
norske tall for infeksjonskomplikasjoner, men i storre serier utgjor infiserte kunstige
klaffeproteser 16 - 32 % av alle endokarditter (4, 5) og populasjonsbaserte studier fra slutten
av 2000 tallet angir en insidens pa 0,6 - 0,94 infeksjoner pr 100.000 personér (6, 7). Risikoen
synes storst innen forste 3 maneder, etter 6. maned avtar denne og synes stabil deretter (0,4%
pr ar (6)), dette avspeiler viktige elementer 1 bade etiologi og patogenese og definerer
begrepene tidlig og sen infeksjon.
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Tabell 2. Oversikt over utfort klaffekirurgi Norge 2003 -2009 (antall pasienter) (8).

Ar 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Aortaklaff kirurgi 992 1099 1179 1206 1171 1254 1108
Mitralklaff kirurgi 202 209 261 262 298 283 239
Tricuspidalklaff kirurgi 9 27 27 38 59 61 75
Antall (proteser og rekonstruksjoner)

Mekaniske proteser 619 595 542 499 421 375 334
Biologiske proteser 406 573 755 835 815 947 793
Klaffe-rekonstruksjon 112 133 184 198 297 285 247

Karproteser

Det foreligger ikke tilsvarende enkelt tilgjengelige tall for karprotesekirurgi i Norge, og
séledes heller ikke for infeksiose komplikasjoner. I referanseverk (3) anfores lokaliseringens
betydning slik at infeksjoner for aorta-graft begrenset til abdomen forekommer hos <1 %,
aortofemoral lokalisasjon ca. 1,5 % og subinguinal lokalisasjon ca. 6 % av recipienter.

Patogenese og mikrobiologi

Den generelle patogenese omhandlende bakterieadhesjon og biofilmdannelsens betydning for
fremmedlegemeinfeksjoner omtales 1 andre innlegg ved strategimetet og det vises til disse.
Enkelte generelle, men saregne forhold av interesse skal dog nevnes.

Hjerteklaffproteser

Den mikrobiologiske etiologi varierer alt etter om infeksjonen oppstar tidlig (<= 2 mndr.)
etter klaffekirurgi, intermedieert (2 - 12 mndr.) eller sent (>= 12 mndr.) postoperativt, se tabell
3. Det synes ikke a vere betydningsfulle forskjelle pa aorta- og mitral-lokalisasjon. Likeledes
synes total-risikoen for infeksjon ikke & vare hoyere for mekanisk versus biologisk
klaffeprotese om enn den tidlige infeksjonsrisiko for mekaniske ventiler synes hoyere.

Tabell 3. Etiologi og infeksjonstidspunkt hjerteklaffproteser og karproteser (3, 6, 7, 9, 10).

Tid Tidlig (<= 2 mndr.) Intermedizar (2 - 12 Sen (>= 12 mndr.)
mndr.)
Koagulasenegative Koagulasenegative Som ved nativ
stafylokker 40 - 60% stafylokker 40 - 60% endokarditt, men
Staphylococcus aureus | Staphylococcus aureus | koagulasenegative
Hjerteklaff proteser 30-35% 30-35% stafylokker utgjer 10 -
Qvrige: gram-negative | Qvrige: streptokokker, | 15%
staver, korynebakterier, | enterokokker, sopp
sopp
Tid Tidlig (<= 3 mndr.) Sen (> 3 mndr)
Karproteser Se klaffeproteser Se tekst

28




Karproteser

Infiserte karproteser presenterer seg med svart variable symptomer og en systematisk
inndeling som ved klaffeproteser synes vanskelig. Den mikrobiologiske etiologi er tilsvarende
variert, men avspeiler ogsé peroperative/nosokomiale og pasientspesifikke risiki, slik at
infeksjon peroperativt og umiddelbart postoperativt er hyppigst med tilsvarende etiologi som
tidlige klaffeinfeksjoner, mens senere infeksjoner kan tilskrives sarinfeksjoner, erosjon av
strukturer som Gl-traktus eller overliggende hud med dertil herende flora.

Mikrobiologisk diagnostikk

Den mikrobiologiske diagnostikk er essensiell for valg av behandlingsstrategi og antibiotisk
behandling, videre kan mikrobiologiske blodkulturfunn ikke sjeldent initiere utredning og
diagnostikk av disse fremmedlegemeinfeksjoner.

Blodkulturer

I sakens natur er vaskulere fremmedlegemer 1 kontakt med sirkulerende blod, og blodkulturer
er viktigste mikrobiologiske dyrkningsmateriale. Likeledes synes det rimelig & folge samme
blodkulturprotokoll som er anbefalt ved endokarditt for diagnostikk av disse tilstande 1
tidligere Strategirapport (11) der forlenget protokoll utover 5 dager og tillegg av soppflaske,
spesielt ved sen proteseinfeksjon anbefales. Ved negative kulturer, tross forlenget protokoll
ber ikke serologiske tester glemmes (Bartonella/Coxiella) om enn det her er tale om rariteter.
Pévisning av mikrobiell nukleinsyre direkte 1 blod er sa langt ikke tatt systematisk i bruk 1
Norge. Det stilles store krav til DNA-ekstraksjon, reagensenes kvalitet og metodens
sensitivitet. Mikrobielt DNA kan pavises ved sekvensering eller med kommersielt
tilgjengelige multiplex PCR-metoder. De siste dekker bare et begrenset utvalg av relevante
mikroorganismer.

Rask pdvisning direkte fra positiv blodkultur kan utferes med massespektrometri (Maldi-Tof)
eller molekylare metoder.

Mikrobiologisk diagnostikk pa materiale direkte fra infeksjonsfokus: klaffeprotese/
karprotese/vev/abscessmateriale etc.

Som generell anbefaling skal dette materiale behandles som annet sterilt vev, se for eksempel
referanse (12). To sarskilte forhold vil dog omtales ytterligere; forbehandling av vev/ eksidert
klaft/protese materiale og direkte pavisning av mikrobielle nukleinsyrer.

Forbehandling av vev/eksidert klaff/protese.

Mottatt materiale skal behandles med stor forsiktighet slik at kontaminering i laboratoriet
unngas. Det anbefales at vev mortes/homogeniseres (12), med mindre det er mistanke om
infeksjon med muggsopp som ikke sporulerer i vev’. Ved mottak av mekanisk klaffeprotese
anbefales det & forseke a skrape av biofilm/vev fra denne til dyrkning, og deretter legge hele
(klaffe-) protesen 1 anrikningsbuljong med pafelgende inkubering og utsad til faste medier.
Det foreligger ikke kontrollerte studier hvor eksidert klaff er behandlet med sonikering for &
frigi bakterier fra biofilm som for ortopediske proteser (13). Om enn det er publisert
protokoller for sonikering av ortopediske proteser (14) og karproteser (15) trengs ytterligere
metodeutvikling og validering for en entydig anbefaling kan gis. For biologiske (klaffe-)
proteser vurderes morting/homogenisering & veare tilstrekkelig.

" Det er ikke sporer tilstede i vevet. Siden soppen der om hyfene edelegges (f. eks. ved mortring) vil en ikke fa
vekst. Dette kan serlig gjelde muggsopp.
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Direkte pavisning av mikrobiellt DNA i eksidert materiale.

Ikke sjeldent forutgaende og/eller pagaende antibiotikabehandling samt bakterier i1 biofilm
med derav folgende mindre utbytte ved konvensjonell dyrkning og disse infeksjoners
alvorlighetsgrad rettferdiggjor okt diagnostisk innsats som direkte pdvisning av mikrobielt
DNA ved amplfikasjonsteknikker i eksidert materiale (16-18). Ved Mikrobiologisk avdeling
Oslo Universitetssykehus, Rikshospitalet har en fra 2002 utfort direkte 16S rDNA
amplifisering pa materiale fra mottatte hjerteklaffer (native og klaffeproteser, evt avskrap fra
disse eller evt. direkte pa anrikningsbuljong). I en gjennomgang av data fra 179 pasienter ble
det funnet at dyrkning av klaffe-/protesemateriale bare ga oppvekst i ca 20 %, mens agens
kunne pévises i ca 72 % av provene ved 16S PCR og pafelgende sekvensering (19). Selv om
fa studier adresserer klaffeproteser alene (20) og det ikke foreligger storre serier fra
karproteser ellers, synes utbyttet 4 rettferdiggjore at denne tilneerming kan anbefales pa
kulturnegative tilfeller.

Konklusjon

Den mikrobiologiske diagnostikk ved infiserte kunstige hjerteklaffer og karproteser omfatter
1) anleggelse av blodkulturer som kan behandles som ved endokarditt-mistanke og 2)
dyrkning av materiale direkte fra infeksjonsfokus (eksidert vev/abscessmateriale/protese) som
skal behandles som annet sterilt vev/biopsier, men med spesiell vekt pa
morting’/homogenisering evt sonikering for frigjerelse av bakterier fra biofilm og direkte
pavisning av mikrobielt DNA ved nukleinsyre amplifikasjon.
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2.5 Intravasale fremmedlegemer (fokus pa CVK)

Dag Harald Skutlaberg, Haukeland Universitetssjukehus
Epost: dag.harald.skutlaberg@helse-bergen.no

Innleiing

Epidemiologi

Bruk av sentralvengse kateter er nodvendige 1 moderne medisin, men bruk av slike kan ogsé
arsaka livstrugande blodbaneinfeksjonar. I USA er forekomsten av helsetenesteassosiert
blodbaneinfeksjonar (HA-BBI) 60 per 10 000 sjukehusinnleggingar. Intravasale
framandlekamar er den vanlegaste predisponerande faktoren, og av desse er det sentralvengse
kateter som oftast er drsak til HA-BBI (1). Ferekomsten 1 Noreg er ikkje kjent, men Nasjonalt
folkehelseinstitutt har nyleg starta ein pilot for overvaking av infeksjonar 1 intensivavdelingar
der eit av fokusomrida er overvaking av blodbaneinfeksjonar relatert til bruk av sentralvenegse
kateter.

Patogenese
Utgangspunktet for kateterrelaterte blodbaneinfeksjon (KR-BBI) er eit kolonisert intravasalt

kateter. Slik kolonisering kan 1 dei fleste tilfelle tilskrivast ein av folgjande kjelder:

* Pasienten sin eigen hudflora. Kolonisering skjer som regel etter kort tid, og mikrobane er
hovudsakleg lokalisert til utsida av proksimale del av kateteret (der dette trengjer gjennom
huda).

* Helsepersonell. Kontaminasjon av kopling og/ eller lumen via helsepersonell sine hender.
Kolonisering skjer som regel etter noko lengre tids kateterbruk og mikrobane er
hovudsakleg lokalisert til lumen av koplinga og/ eller kateteret.

* Blodbaneinfeksjon som gar ut fra anna fokus og blir sadd ut til overflata av kateteret via
blodstremmen. Mikrobane er hovudsakleg lokalisert til utsida av den intravasale delen av
kateteret.

¢ Kontaminert infusjonsvaeske. Mikrobane er hovudsakleg lokalisert til lumen og kan
finnast 1 heile lengda av kateteret.

Kolonisering av eit kateter inneber m.a. at mikroorganismane organiserer seg 1 ein biofilm,
noko som gjer dei mindre tilgjengelege bade for kroppen sitt infeksjonsforsvar, antimikrobiell
behandling og diagnostikk.

Mikrobiell etiologi ved KR-BBI
Data for Noreg er ikkje tilgjengeleg, men data fra ein stor nasjonal overvakingsstudie om
helsetenesteassosierte blodbaneinfeksjonar 1 USA (1), er attgjeven i tabell 1.

Tabell 1.

Mikrobiell etiologi ved helsetenesteassosiert blodbaneinfeksjonar
Mikrobeart Forekomst Mikrobeart Forekomst
Koagulase-negative stafylokokker 31% Klebsiella species 5%
Staphylococcus aureus 20% | Pseudomonas species 4%
Enterokokker 9% | Enterobacter species 4%
Candida species 9% | Serratia species 2%
Escherichia coli 6% | Acinetobacter baumannii 1%
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Diagnostikk av kateterassosiert blodbaneinfeksjon
Sikker diagnose av KR-BBI krev at same mikrobe som blir pavist 1 blodkultur tatt perkutant
via perifer vene ogsé skal pavisast i prova tatt frd/via det aktuelle kateteret. I tillegg skal det
gjerast sannsynleg at blodbaneinfeksjonen ikkje er sekundeer til infeksjon frd anna

primarfokus.

I litteraturen er det beskrive fleire mikrobiologiske metodar for & pavisa KR-BBI. To store
meta-analysar har gatt gjennom aktuelle publikasjonar i tidsperioden 1966 — 31. juli 2004 og
vurdert nytten av dei mest brukte metodane (2,3). Tabell 2 gir ei kort oppsummering av dei
ulike metodane og appendix til referanse 3 inneheld fleire detaljar om metodane samt
referansar til aktuelle primarpublikasjonar.

Tabell 2 (henta fra referanse 3)

Major Diagnostic Methods for Intravascular Device-Related Bloodstream Infection*

Diagnostic Method

Methods requiring device removal
Qualitative catheter segment culture (24)

Semi-quantitative catheter segment culture (25)

Quantitative catheter segment culture (26-28)

Methods not requiring device removal
Qualitative blood culture through the device (29)

Quantitative blood culture through the device (30, 31)

Paired quantitative blood cultures (32-34)

Differential time to positivity (35, 36)

Acridine orange leukocyte cytospin (37)

Description

A segment from the removed catheter is immersed
in broth media and incubated for 24-72 h

A 5-cm segment of the catheter is rolled 4 times
across a blood agar plate and incubated

A segment from the removed catheter is flushed
with broth (45) or sonicated in broth (65),
followed by serial dilutions, surface plating on
blood agar, and incubation

One or more conventional blood cultures are
drawn through the device

A blood culture drawn through the device and
processed by pour-plate methods or a
lysis-centrifugation technique (Isolator,
Wampole Laboratories, Cranbury, New Jersey)

Concomitant quantitative blood cultures are drawn
through the device and percutaneously

Concomitant conventional blood cultures are
drawn through the device and percutaneously
and are monitored continuously

Approximately 1 mL of blood is aspirated from the
catheter; the cells are lysed with sterile water;
and the specimen is centrifuged, stained with
acridine orange, and examined microscopically

Criteria for Positivity

Any growth
=15 CFU

=1000 CFU

Any growth

=100 CFU/mL

Cultures are positive from both
sites and the concentration
of microorganisms in the
culture from the device is 3-
to 5-fold greater than in the
peripherally drawn culture

Both blood cultures are
positive and the
catheter-drawn blood culture
turns positive =2 h earlier
than the peripherally drawn
culture

Visualization of any
microorganisms

* CFU = colony-forming units.

Dyrking av katetersegment

Vekst ved dyrking av katetersegment paviser kolonisering av kateteret, men er ikkje
nedvendigvis uttrykk for KR-BBI. Mengda av bakteriar pa kateteret er relatert til risiko
for a utvikla KR-BBI (4), og metodar som muliggjer ein eller annan form for kvantitering
er nodvendig for 4 kunna skilja mellom signifikant og ikkje-signifikant kolonisering.

Ut over metodane, slik dei er beskrive i tabell 2 og 1 appendix til referanse 3, blir
folgjande variant av kvantitativ kateter-segment dyrking nytta av enkelte laboratorier 1
Noreg: Kateteret blir klipt 1 korte bitar (2-3 mm), overfort til buljong for denne blir rista/
vortexa og sadd ut kvantitativt. (Metoden presentert her er en variant av metoder
beskrevet med vortexing (5) og sonikering (6)).

Blodkultur

Vekst i blodkultur tatt via kateter kan vera uttrykk for KR-BBI, men kan ogsé vera uttrykk
for kolonisering av kateteret utan at det foreligg blodbaneinfeksjon eller for at det foreligg
ein sekundaer blodbaneinfeksjon som ikkje er relatert til bruk av kateteret.
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Sidan kvantitativ blodkultur er arbeidskrevjande og ingen av teknikkane er 1 bruk ved dei
mikrobiologiske laboratoria 1 landet, er det lite aktuelt 4 tilra dette som standardmetodar
for pavising av KR-BBI. Kvalitativ dyrking og parvis, tidsdifferensiert dyrking av
blodkultur vil derimot vera teknisk mulig (og enkelt) for alle dei mikrobiologiske
laboratoria i landet.

Mikroskopi
Mikroskopi vil ikkje erstatta metodane basert pa dyrking, men kan tenkjast & vera eit
supplement til desse i enkelte situasjonar.

Eigenskapar for dei ulike metodane
Tabell 3 og 4 viser ei forenkla oversikt over samla sensitivitet, spesifisitet og noyaktigheit for
dei ulike metodane.

Tabell 3 (data fra referanse 2)

Sensitivitet® Spesifisitet$ D" (mean) Youden index”

Kvalitativ dyrking av katetersegment 0,95 0,75 3,30 0,65
Semikvantitativ dyrking av katetersegment 0,85 0,85 3,61 0,70
Kvantitativ dyrking av katetersegment 0,94 0,92 4,86 0,85
Kvalitativ dyrking av blodkultur tatt via kateter 0,91 0,86 3,86 0,70
Kvantitativ blodkultur tatt via kateter 0,78 0,96 4,41 0,67
Parvis kvantitativ blodkultur 0,79 0,94 4,98 0,74

% Samanslatte verdiar frd dei ulike studiane

“Ein log odds ratio (odds for at ein person med kateterrelatert blodbaneinfeksjon (KR-BBI) har ein positiv test
mot odds for at ein person som ikkje har KR-BBI har ein positiv test). Eit mal for diagnostisk neyaktigheit (som
aukar med aukande verdi av D).

* Youden index = Sensitivitet + Spesifisitet-1. Eit mél for noyaktigheit (som aukar med aukande Youden index).

Tabell 4 (data fra referanse 3)

Sensitivitet* Spesifisitet’E D" (mean) Qs
Kvalitativ dyrking av katetersegment 0,90 0,72 3,07 0,76
Semikvantitativ dyrking av katetersegment 0,85 0,82 3,38 0,84
Kvantitativ dyrking av katetersegment 0,83 0,87 3,97 0,87
Kvalitativ dyrking av blodkultur tatt via kateter 0,87 0,83 3,80 0,86
Kvantitativ blodkultur tatt via kateter 0,77 0,90 4,20 0,89
Parvis kvantitativ blodkultur 0,87 0,98 5,73 0,94
Parvis, tidsdifferensiert blodkultur 0,85 0,81 3,66 0,85
Acridinorange leukocyte cytospin 0,72 0,91 3,95 0,89

* Estimert ved bruk av ein random-effects modell.

¥ Eit mél for neyaktigheit som er utleia ved “summary receiver-operating characteristic (ROC) curve — metoden.
Sensitivitet og spesifisitet blir tillagt like stor vekt ved bruk av dette mélet. Noyaktigheita aukar med aukande
verdi av Q*.

Tabell 5 viser sensitivitet, spesifisitet og neyaktigheit for dei ulike metodane pé basis av
varigheit av kateterbruken. Tabellen viser m.a. at semikvantitativ og kvantitativ dyrking av
katetersegment er om lag likeverdige metodar ved mistanke om KR-BBI utgiaande frd eit
korttids-kateter. Ved mistanke om KR-BBI utgéande fra eit langtids kateter, kan det sja ut
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som om kvantitativ dyrking er betre enn semikvantitativ, men fa studiar gjer det umogleg a

konkludera sikkert.

Tabell 5 (Fra referanse 3)

Summary Statistics for Diagnostic Tests for Intravascular Device-Related Bloodstream Infection, by Duration of

Catheterization

Diagnostic Test and D ion of Studies, Pooled P Value Pooled P Value Mean D Value
Catheterization n Sensitivity Specificity
Qualitative g culture
Short term 4 0.94 0.76 3.50
Long term 1 0.68 0.016 0.80 >0.2 1.95
Semi-quantitative catheter segment culture
Short term 14 0.84 0.85 3.63
Long term 1 0.75 >0.2 0.71 <0.001 1.85
Q ve catheter segi t cult
Short term 11 0.82 0.89 3.76
Long term 2 0.83 >0.2 0.97 <0.001 5.19
IVD-drawn qualitative catheter blood culture
Short term 4 0.98 0.86 4.42
Long term 2 1.00 >0.2 0.83 >0.2 3.43
IVD-d quantitative catheter blood culture
Short term 3 0.81 0.96 4.76
Long term 1 0.86 >0.2 0.85 <0.001 4.46
Paired quantitative blood cultures
Short term 4 0.75 0.97 4.98
Long term 5 0.93 0.008 1.00 0.008 6.41
Acridine orange leukocyte cytospin
Short term 2 0.87 0.88 3.18
Long term 1 0.87 >0.2 0.94 >0.2 4.41
Differential time to positivity
Short term 4 0.89 0.87 2.96
Long term 4 0.90 >0.2 0.72 0.003 4.20
* IVD = intravascular device.

Klinisk nytteverdi av testane

Tabell 6 viser klinisk nytteverdi (positiv prediktiv verdi (PPV) og negativ prediktiv verdi
(NPV)) av dei ulike testane ved ulik prevalens av KR-BBI. Tabellen viser m.a. at bruk av

sjolv dei mest presise av desse testane 1 ein lavprevalens-situasjon (t.d. rutinemessig

mikrobiologisk analyse av alle sentralvenese kateter) vil gi svaert mange falske positive

resultat.

Tabell 6 (Fra referanse 3).

Performance of Diagnostic Tests, by Prevalence of Intravascular Device-Related Bloodstream Infection*

Diagnostic Test Studies, Positive Predictive Value, by Prevalence Negative Predictive Value, by Prevalence
n
0.01 0.05 0.09 0.2 0.4 0.01 0.05 0.09 0.2 0.4
Qualitative catheter segment culture 6 0.03 0.16 0.26 0.47 0.70 >0.99 0.99 0.98 0.96 0.89
Semi-quantitative catheter segment 19 0.06 0.24 0.37 0.60 0.80 >0.99 0.99 0.98 0.95 0.88
culture
Quantitative catheter segment 14 0.07 0.28 0.42 0.65 0.83 >0.99 0.99 0.98 0.95 0.88
culture
IVD-drawn qualitative blood culture 7 0.06 0.25 0.39 0.62 0.81 >0.99 0.99 0.99 0.97 0.93
IVD-drawn quantitative blood 7/ 0.08 0.31 0.45 0.68 0.85 >0.99 0.99 0.98 0.96 0.89
cultures
Paired quantitative blood culture 10 0.44 0.81 0.89 0.95 0.98 >0.99 0.99 0.98 0.95 0.88
Acridine orange leukocyte cytospin 5 0.05 0.22 0.34 0.57 0.78 >0.99 0.99 0.99 0.97 0.93
Differential time to positivity 8 0.05 0.21 0.34 0.56 0.77 >0.99 0.99 0.98 0.96 0.91
* IVD = intravascular device.
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Oppsummering og utkast til tilrading:

Indikasjon for mikrobiologisk analyse av katetersegment er klinisk mistanke om
kateterrelatert infeksjon.

Kvalitativ dyrking av katetersegment er for lite spesifikt og blir ikkje tilradd.

Ved mistanke om KR-BBI utgdande fra eit korttids-kateter er semikvantitativ og
kvantitativ dyrking av katetersegment narast likeverdige metodar, men dersom det er
mistanke om KR-BBI utgdande fra eit langtids-kateter ber kvantitativ dyrking av
katetersegment nyttast.

Ved klinisk mistanke om KR-BBI ber dyrking av katetersegmentet kombinerast med
blodkultur tatt perkutant fra perifer vene for a sikra diagnosen (same mikrobe skal pavisast
bade 1 blod tatt frd perifer vene og i signifikant mengde fra katetersegmentet).

Dersom det ikkje er onskjeleg & fjerna kateteret for diagnosen KR-BBI er sannsynleggjort,
kan det takast blodkultur bade perkutant frd perifer vene og fra kateteret. Funn av same
mikrobe 1 blod tatt frd perifer vene og 1 blod tatt fra kateteret, styrkjer mistanken om at det
foreligg KR-BBI. Det er ikkje grunnlag for & hevda at parvis, tidsdifferensiert blodkultur
er betre enn parvis kvalitativ blodkultur.

Dersom det ikkje er onskjeleg a fjerna kateteret for diagnosen KR-BBI er sannsynleggjort,
kan Acridinorange leukocyte cytospin vera eit nyttig supplement for & fa eit raskt resultat.
Sjelv med heg pretest sannsynlighet for KR-BBI har testen hog NPV, og negativ test gjer
diagnosen mindre sannsynleg. Analysen har derimot relativt lav PPV, sjolv ved hog
pretest-sannsynlighet, og eit positivt funn ma tolkast med varsemd.
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2.6 Peritoneal dialyse

Bjorn Odd Johnsen, Mikrobiologisk avdeling, Akershus Universitetssykehus
Epost: bjorn.odd.johnsen@ahus.no

Kronisk nyresvikt kan behandles med nyretransplantasjon, hemodialyse og peritonealdialyse
(PD). Antallet pasienter med kronisk nyresvikt gker 1 Norge, ved utgangen av 2009 var
prevalensen 4069 pasienter, av disse ble 228 pasienter behandlet med PD. I lopet av 2009 var
det 561 nye tilfeller av kronisk nyresvikt i Norge, 118 av disse ble behandlet med PD. Det er
imidlertid store regionale variasjoner i andelen pasienter med kronisk nyresvikt som
behandles med PD (1).

Ved PD fungerer pasientens bukhinne (i hovedsak peritoneum parietale) som en
semipermeabel membran. Dialysevaske installeres 1 buhkhulen gjennom et permanent
kateter. Vann og loste stoffer utveksles mellom blodet og dialysatet ved hjelp av osmose,
diffusjon og konveksjon (”’solvent drag”) (2;3). Deretter fjernes dialysatet gjennom det samme
kateteteret. Tiden dialysatet er 1 bukhulen benevnes virketid (engelsk “dwell time”). Det er to
hovedformer for PD, kontinuerlig ambulatorisk PD (CAPD) og automatisert PD (APD). Ved
sistnevnte metode sorger en maskin for gjentatte omganger med infusjon, dveletid og drenasje
av dialysat gjennom natten. Dveletiden er gjerne kort og teoretisk er det en mindre sjanse for
kontaminering av kateteret pga farre til- og frakoblinger. Ved CAPD utferer pasienten (eller
en medhjelper) manuelt drenasje av brukt dialysat og infusjon av ny dialysevaske. Dveletiden
er lengre (4-6 timer) med den siste dveletiden gjennom natten (3).

Infeksiose komplikasjoner til PD omfatter infeksjoner i relasjon til kateteret (innstikkssted- og
kanal ("tunnel”) -infeksjoner) og peritonitt (4). Peritonitt er en av de viktigste komplika-
sjonene til PD og er en av hovedérsakene til at PD ma avsluttes (5). Mortaliteten ved PD-
relatert peritonitt oppgis & vaere ca 4 %, men peritonitt kan vere en medvirkende arsak til ded
1 flere tilfeller (5). Peritonittraten ved PD er svert varierende, International Society for
Peritoneal Dialysis (ISPD) anbefaler at peritonittraten ved et dialysesenter ikke ber overstige
ett tilfelle per 18 mnd per pasient (5). Fra Sykehuset Innlandet er det rapportert ett
peritonittilfelle per 20-25 pasientmnd i perioden 2004 tom 2008 (6).

Inngangsporten ved PD-relatert peritonitt involverer som regel kateteret enten i form av
intraluminal spredning (forurensing ved bruk av kateteret) eller periluminal spredning (fra
kateterets innstikkssted langs utsiden av kateteret gjennom kanalen til peritoneum). Sistnevnte
er gjerne assosiert med infeksjoner 1 innstikksted og/eller kateterkanalen. Andre mekanismer
er migrasjon gjennom tarmveggen, bakteriemi med utsad til peritoneum og migrasjon fra
genitalia eller urinveiene (4). Ved nyresvikt har pasientene generelt et svekket immunforsvar.
I tillegg er det lokale forsvaret i bukhulen svekket ved PD gjennom endrete syre-base forhold,
endret osmolalitet® og ekt vaeskevolum i bukhulen (7).

Peritonitt ber mistenkes hos enhver PD pasient med blakket dialysat. Klinisk diagnose baserer
seg pa tilstedeverelse av 2 av felgende 3 kriterier: (8)
* Blakket dialysevaske (korresponderer vanligvis med > 100 x 10° leukocytter/L
og/eller > 50% polymorfonukleare leukocytter 1 dialysatet).
* Peritonittsymptomer (starter oftest med magesmerter)
* Positiv dyrkning eller mikroskopi av dialysevasken

¥ Dialysevaske er hyperosmolar og dette hemmer bl.a. granulocyttfunksjonen og er en av grunnene til at CAPD-
behandling ogsa kan gi infeksjon med vanligvis svert lavvirulente mikrober.
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Ved PD-relatert peritonitt er Gram positive bakterier de vanligst foreckommende, men
forekomsten av Gram negative bakterier gker sannsynligvis noe og rapporteres na 4 vaere
rundt 20-25% (4). De vanligst forekommende mikrobene ved PD-relatert peritonitt er
koagulasenegative stafylokokker, S. aureus, Enterobacteriaecaea (hyppigst E. coli, deretter
Klebsiella spp), Pseudomonas spp, streptokokker, enterokokker og Corynebacterium spp. Mer
sjeldne agens er Haemophilus spp, Neisseria spp, Campylobacter spp og anaerober.
Sopperitonitt er relativt sjelden, men har hoy mortalitet (4;5). Ogsd mykobakterier kan gi PD-
relatert peritonitt og undersgkelse for dette ber vurderes ved peristerende peritonitt og negativ
rutinedyrkning (8). Et viktig poeng er at PD-relatert peritonitt som regel er monomikrobiell
slik at funn av polymikrobielle infeksjoner, spesielt med tarmbakterier og anaerober, bor
avstedkommme mistanke om og utredning for intraabdominell patologi (5).

Bade mikroskopi og dyrkning av blakket dialysevaske har lav sensitivitet sannsynligvis fordi
mikroorgansmene blir fortynnet i dialyseveske, i tillegg kan de befinne seg intracellulart
(7;9). Det har derfor vert benyttet ulike konsentrasjons- anriknings- og lysisteknikker for
dyrkning. De fleste angir at jo mer dialysat som konsentreres jo bedre, 10 ml har vert regnet
som et minimum (10). UK Health Protection Agency (HPA) anbefaler vann-lyse metoden
hvor 25 ml dialysat lyseres og konsentreres ved to runder med sentrifugering (1500g 1 5
minutter) med resuspendering og kraftig risting i 10 ml sterilt destillert vann 1 30 sekunder
etter forste sentrifugering (8). Mitt inntrykk er at dette baserer seg pa noe eldre litteratur.
ISPD (International Society for Peritoneal Dialysis) anbefaler at andelen dyrkningsnegative
peritonitter ikke ber overstige 20% og for dette formalet anser de inokulering av
blodkulturflasker med 5-10 ml dialysat for tilstrekkelig, de anbefaler dette som standard
dyrkningsteknikk. De sier imidlertid at en optimal dyrkning vil innebere bade inokulering pa
blodkulturflasker og sentrifugering (3000g i1 15 minutter) av 50 ml dialysat som enten saes ut
pa faste medier eller resuspenderes i1 3-5 ml sterilt saltvann og inokuleres 1 nye
blodkulturflasker (5). En liknende tilneerming ble anbefalt i Norsk nyremedisinsk forenings
veileder i nefrologi (denne er planlagt utfaset fra 2009, men blant annet kapittelet om PD-
peritonitt skal holdes oppdatert). I 2003 anbefalte man der bade inokulering av
blodkulturflasker (anaerob, aerob og soppflaske) og sentrifugering av 100 ml dialysat med
pafolgende utsaed pa skéler og nye blodkulturflasker (11). En studie har sammenliknet
inokulering 1 blodkulturflasker med vann-lyse metoden til HPA. Den omfattet 17 pasienter og
konkluderte med at dyrkningsresultatene var likeverdige, men at identifiseringen av det
infeksiose agens var kjappere ved inokulering av blodkulturflasker, dette fordi Gramfarging
ved positiv blodkultur gav en rask presumptiv diagnose (12). Det er ellers flere artikler hvor
inokulering 1 blodkulturflasker kommer bedre ut enn dyrkning etter konsentrering av et stort
volum dialysat (10;13;14). I disse studiene er det ikke gjort noen lysering av celler etter
sentrifugering.

Vedrerende norske forhold gjorde man ved Ulleval sykehus pa 90-tallet noen upubliserte
studier. Man péviste etiologisk agens ved PD-peritonitt i 20 av 21 tilfeller (95%) ved
fordeling av 15-20 ml dialysat pa anaerob og aerob blodkulturflaske. Videre sammenlignet
man Bactec blodkulturflasker (péaviste 13 av 15 episoder) med Isolator (lysis sentrifugering-
paviste 14 av 15 episoder). (M. Steinbakk- personlig meddelelse).

Bade HPA og ISPD anbefaler Gramfarging av primarmaterialet til tross for lav sensitivitet,
HPA etter vann-lyse sentrifugering (5;8). ISPD spesifiserer at arsaken er a pavise
soppelementer. De anbefaler ikke endring av empirisk behandling pa basis av mikroskopi med
unntak av pavisning av soppelementer, dette fordi sopp-peritonitt har en hoy mortalitet (5).
Chow og medarbeidere konkluderte imidlertid med at sensitiviteten ved mikroskopi selv etter
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vann-lyse sentrifugering, var sa lav at det ikke hadde noen hensikt, spesielt ikke nér man
kunne fa et mer pélitelig mikroskopifunn etter 24-48 t ved inokulering i blodkulturflasker

(12). De hadde imidlertid ingen tilfeller av sopp 1 sitt materiale.

Sett 1 lys av sensitivitetsproblematikken ved dyrkning av dialyseveaske, kan amplifisering og

sekvensering av mikrobielt DNA vere interessant ved PD-relatert peritonitt. I 2006 gjorde
Yoo og medarbeidere en studie hvor 23S rDNA PCR med sekvensering ble sammenliknet

med dyrkning etter sentrifugering av 50 ml dialysat. De konkluderte med at en slik
genmolekylar metode kunne vere et supplement til dyrkning, spesielt etter forutgdende
antibiotikabruk (15).

Vedrerende standard blodkulturdyrkning fra perifer vene, anbefaler ikke ISPD dette med

mindre pasienten er septisk (5). Min personlige mening er at vi likevel kan/ber anbefale dette
rutinemessig for ikke & miste de tilfellene vi burde hatt blodkulturer, dette oppfatter jeg a vaere

1 trdd med vér gvrige praksis med liberal blodkulturindikasjon.

Anbefalinger:

En del momenter er droftet over. De resterende baserer seg 1 hovedsak pé anbefalingene fra

HPA (8) eller oppfattes av meg som relativt ukontroversielle. Mine personlige oppfatninger er

forsekt angitt.

Provetaking ved mistenkt PD-relatert peritonitt:

* Dialysevaeske: S mye som mulig. Ved standard inokulering av blodkulturflasker og

mikroskopi vil 30-40 ml totalt veere nok (10 ml hver i anaerob, aerob og evetuelt sopp

blodkulturflaske samt ytterligere 10 ml til mikroskopi). Hvorvidt inokulering av

blodkulturflasker skal gjores direkte av kliniker, etter ankomst laboratoriet eller begge

deler vil avhenge av lokale forhold og tradisjoner. Generelt vil en tidlig inokulering
framskynde vekst av mikroben, spesielt dersom det ogsd medforer rask inkubering i

blodkulturskapet, og vil derfor vere & foretrekke.

e Blodkulturer fra perifer vene (etter min oppfatning)- de folger ”vanlig” opplegg og

omtales ikke naermere her

* Dyrkningspreve fra kateter innstikksted dersom sekresjon eller infeksjonstegn -
behandles som en ”vanlig” pussprove og omtales ikke nermere her.

Oppbevaring av dialyseveesken dersom materialet ikke kan sdes ut umiddelbart
* Kjoleskap, helst ikke over 12 t.

* Direkte inokulering av (5-) 10 ml pa anaerob, aerob og eventuelt soppblodkulturflaske

av klinikere er et godt alternativ.

* Dersom inokulerte blodkulturflasker ikke inkuberes direkte, skal disse oppbevares i

romtemperatur (16).

Mikroskopi:
*  Onskelig dersom man kan sentrifugere minst 10 ml dialysat og mikroskopere
sedimentet.

e Jeg antar at man kan benytte acridin og Gram pa samme mdte som man gjor ved andre

presumptivt sterile materialer ut fra egne tradisjoner.
* Siden hovedbegrunnelsen for mikroskopi synes a vere pavisning av sopp, ber

laboratorier som har spesifikk soppfarging som calcofluor white vurdere a benytte

ogsa dette etter min mening.
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Primerbehandling:

Standard: (5-) 10 ml dialysat pd anaerob og aerob blodkulturflaske. Gitt viktigheten av
eventuell sopperitonitt, mener jeg laboratorier som benytter Bactec-systemet ber
vurdere a legge til en soppflaske (16). Inkuberes 1 blodkulturmaskinen etter vanlig
protokoll.

Dersom man har muligheten og ensker a redusere forekomst av dyrkningsnegative
PD-relaterte peritonitter, kan man vurdere i tillegg & gjore vann-lyse behandling pd 25-
100 ml ml dialysat am HPA (8) for sa a inokulere nye blodkulturflasker etter
resuspendering. Velger man dette kan mikroskopi lages fra dette sedimentet.
Laboratorier med mulighet for 16S eventuelt 18S rDNA PCR med sekvensering kan
vurdere muligheten for dette primart, spesielt ved opplysninger om forutgaende
antibiotikabehandling.

Behandling av positive kulturer:

Mikroskopi ved Gram/acridin av alle positive kulturer.

Nér blodkulturflaskene flagger ut”, saes de ut. I rutinen vil sannsynligvis det enkleste
vere a sd ut positive blodkulturflasker pa de samme skélene som ved positive ekte”
blodkulturer. Imidlertid vil utsad pa blod- og sjokoladeagar (sjokolade er mitt enske,
HPA anbefaler kun blodagar) med tillegg av HM-0 eller liknende generelt anaerobt
medium for anaerobe flasker, vare tilstrekkelig siden PD-relatert peritonitt som regel
er monomikrobiell. Inkubering ved 35-37°C 1 henholdsvis 5% CO2 og anaerob
atmosfere.

Identifikasjon til artsniva og resistensbestemmelse etter vanlige metoder. NB dette vil
ogsa gjelde koagulasenegative stafylokokker.

Tilleggsundersgkelser som kan vurderes pa indikasjon eller ved negativ/forelopig negativ
dyrkning:

16S rDNA PCR eller liknende metode med sekvensering, eventuelt 18S rDNA PCR
med sekvensering.

Mykobakteriedyrkning (eventuelt PCR og mikroskopi)

Eventuelt vann-lyse behandling av 25-100 ml dialysat am HPA (8) dersom man har
tilstrekkelig dialysat, med péfelgende resuspendering og inokulering 1 nye
blodkulturflasker.

Blindutsad fra blodkulturflasker som ikke har ”flagget ut” etter 3-5 dager. Da
anbefales inkubering under aerobe (blod og sjokolade), mikroaerofile (sjokolade) og

anaerobe (HMO eller tilsvarende generelt anaerobt medium) forhold i ytterligere 3-4
dager (5).
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