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Litteraturgjennomgang og vurdering av mulige strategier ved bruk av
selektive kromogene medier for screening for bzererskap av multiresistente
(ESBL-holdige) Gram-negative stavbakterier

Bakgrunn

Multiresistens hos Gram-negative stavbakterier gker bade internasjonalt og nasjonalt.”* Spesielt
bekymringsfullt er spredningen av Gram-negative bakterier med ekstendert-spektrum B-laktamaser
(ESBL). | hovedsak omhandler dette tre grupper B-laktamaser; ESBL, (klassiske ekstendert-spektrum
B-laktamaser), ESBLy.c (plasmidmediert AmpC) og ESBLcarga (karbapenemaser).“’5 Hver gruppe bestar
av flere forskjellige B-laktamaser og varianter. ESBLs-gruppen domineres av CTX-M B-laktamaser,
mens andre som TEM- og SHV-varianter, VEB, GES og PER er mindre utbredt. ESBLy.c-gruppen
domineres i hovedsak av CMY og DHA, mens ESBLcarga-gruppen deles inn i tre subgrupper; ESBLcarga-a
(f.eks. KPC), ESBLcagea-s (f. €ks. VIM, NDM og IMP) og ESBLcarea-n (f. €ks. OXA-48, OXA-23, OXA-24/-40
og OXA-58). Hovedforskjellen mellom ESBLA/ESBLy.c 08 ESBLcarga €r at ESBLcagsa B-laktamaser har
aktivitet mot karbapenemer. Felles for alle de overnevnte ESBL-gruppene er at genene som koder for
dem sitter pa mobile genetiske elementer (f.eks. plasmider) som kan spres mellom bakterier av
samme species, men ogsa mellom forskjellige species. Dette gj@gr spredningen av ESBL-kodende
gener sveert effektiv.

Epidemiologi ESBL,/ESBLy.c: Globalt har andelen av ESBL,-holdige Enterobacteriaceae nadd
endemiske niva i flere land og verdensdeler.” * ®® | Norge gker ogsa andelen ESBL-holdige bakterier
blant kliniske isolater, og henholdsvis 5,8 % og 3,9 % av Escherichia coli og Klebsiella pneumoniae i
blodkultur var ESBLs-positive i 2014.” Spredningen av ESBLy.c er mindre utbredt, og analysering av
NORM-materialer fra 2010-2012 viste at andelen av ESBLy.c blant ESBLa-negative E. coli og K.
pneumoniae isolater med nedsatt fglsomhet for cefotaksim og/eller ceftazidim var svaert lav.’ Data
pa tarmbaererskap av ESBLA/ESBLy.c-holdige Enterobacteriaceae blant normalpopulasjonen i Norge
er mangelfull og studier pa selekterte grupper viser stor forskjell i baererskapsraten.'® ™ En
baererskapsrate pa henholdsvis 2,6 % og 0,3 % av ESBLa-holdige og ESBLy.c-holdige E. coli/K.
pneumoniae er vist hos gravide kvinner,”® mens en barerskapsrate av ESBLa-holdige
Enterobacteriaceae pa hele 15,8 % er vist hos pasienter med gasteroenteritt.™

Epidemiologi ESBLcagea: Seerlig bekymringsfullt er den globale spredningen av ESBLcagrsa-holdige
Gram-negative bakterier da disse ofte er multiresistente og behandlingsalternativene begrenset.'” *
| forhold til ESBL, og ESBLy.c er diversiteten av ESBLcarsa-gener som spres stgrre. Flere studier viser at
noen varianter dominerer i spesifikke land/regioner, men epidemiologien endres kontinuerlig."* De
hyppigst forekommende ESBLcagsa hos Enterobacteriaceae er i hovedsak ESBLcarga-a (KPC), ESBLcarsas
(NDM og VIM) samt ESBLcarsa.0 (OXA-48 varianter). Epidemiologiske data fra flere europeiske land
tyder nd pa en gkning av spesielt OXA-48 varianter blant Enterobacteriaceae.””® | noen land og
regioner har nivaet av ESBLcagsa-holdige Gram-negative bakterier nddd endemiske niva.’ ° | Norge
og Norden er forelgpig antallet identifiserte ESBLcarga-isolater begrenset, men det er en gkende
trend i antall identifiserte isolater. »*>*' Forelgpig er innenlandssmitte begrenset og de fleste tilfeller

er relatert til import.?

Screening for ESBL-bzererskap: For a hindre spredning av ESBL-holdige Gram-negative bakterier i
Norge anbefaler Folkehelseinstituttet (FHI) screening av utvalgte pasientgrupper i forbindelse med
innleggelse/opphold pa sykehus eller andre institusjoner.” 2 | forhold til smittevernmessige tiltak
differensieres det i FHI sin anbefaling mellom barerskap av ESBL,/ESBLy.c-holdige og ESBLcagga-
holdige Gram-negative bakterier. ESBL-holdige Gram-negative bakterier omfatter to hovedgrupper:
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Enterobacteriaceae, f. eks. E. coli og K. pneumoniae, og ikke-fermenterende Gram-negative bakterier
som f. eks. Acinetobacter baumannii og Pseudomonas aeruginosa. Rektalpensel (faeces) er anbefalt
prgvemateriale, men i noen tilfeller kan ogsa andre prgvelokalisasjoner/-materialer (f. eks. urin, sar
og luftveier) veere relevante.”” **

Metoder: ESBL-screening kan gjennomfgres ved hjelp av dyrknings- eller DNA-baserte metoder. Den
mest brukte metoden for ESBL-screening, i Norge og internasjonalt, er direkte utsaed av
prgvemateriale pa selektive kromogene medier og pafplgende inkubasjon i 18-24 (48) timer.
Dyrkningsbasert screening omtales mer detaljert i neste avsnitt.

DNA-basert (f. eks. PCR) screening direkte fra prgvemateriale har bade fordeler og ulemper
sammenlignet med dyrkningsbaserte metoder. Den viktigste fordelen er muligheten for raskere svar,
gjerne fa timer etter at prgven er tatt. En viktig begrensning er at man kun finner det man leter etter.
Tatt den komplekse og dynamiske molekylaere ESBL-epidemiologien i betraktning, er det ikke mulig a
screene for alle mulige ESBL-varianter, og man vil matte gjgre avveininger med hensyn til hvilke ESBL-
varianter man gnsker a screene for. Det finnes flere aktgrer pa markedet som tilbyr paneler med
DNA-basert screening for de mest utbredte gruppene eller variantene av ESBL, (f. eks. CTX-M gruppe
1 0g 9), ESBLy.c (f. eks. CMY og DHA) 0g ESBLcagea (f. €ks. KPC, VIM, IMP, NDM og OXA-48).

Det vil vaere opp til de ulike laboratoriene & vurdere hvilke screeningmetoder som er mest
hensiktsmessige ut fra tilgjengelige ressurser, og for noen vil det ut fra smittevernmessige
vurderinger finnes hensiktsmessig & skille mellom ESBLs-, ESBLy.c- 08 ESBLcarsa-holdige Gram-
negative bakterier med tanke pa metodevalg.

Selektive kromogene medier — en litteraturgjennomgang

Selektive kromogene medier er tilsatt antibiotika for seleksjon, og kromogene substanser for species-
identifisering. Arbeidsgruppen for antibiotikaspgrsmal (AFA) og Nasjonal kompetansetjeneste for
pavisning av antibiotikaresistens (K-res) har sammen gatt gjennom eksisterende litteratur angaende
evalueringer av kromogene medier for deteksjon av ESBL-holdige Gram-negative bakterier. Basert pa
dette vil vi her gi anbefalinger, og belyse utfordringer og begrensninger ved bruk av kromogene
medier. Oversikt over studier som har evaluert kromogene medier pa screeningprgver eller kliniske
prever er listet opp i tabell 1. Det mest brukte prgvematerialet for screening er rektalpensel eller
faeces, men det er stor variasjon i prgvepreparering og inokuleringsvolum mellom forskjellige studier.
Denne oppsummeringen har ikke vurdert prgvemateriale eller lokalisasjon for prgvetakning. Den
prediktive verdien av studier basert pa screeningprgver vil vaere avhengige av prevalensen og den
molekylzere epidemiologien i det omradet hvor studien er utfgrt.

Det er i hovedsak utviklet kommersielt tilgjengelige medier for deteksjon av Enterobacteriaceae med
ESBLA eller ESBLcarsa. Pa de fleste mediene vil ogsa ikke-fermenterende Gram-negative bakterier,
bade med og uten ESBLcarss, kunne vokse. | hovedsak selekteres ESBL, og ESBLcarsa basert pa
aktivitet mot henholdsvis bredspektrede cefalosporiner og karbapenemer. Relativt nylig har ogsa
medier for deteksjon av ESBL, i kombinasjon med ESBLy.c, samt spesifikke ESBLcarga.p medier blitt
kommersielt tilgjengelig. For disse foreligger det fa eller ingen publiserte studier.
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Identifiserte utfordringer og begrensninger

ESBL,-medier:

Det er stor diversitet og variasjon i effektiviteten og substratspesifisiteten til de forskjellige
ESBL-gruppene.4 Med unntak av ESBLcarga.p-€nzymene (f. eks. OXA-48 varianter)®* har de
fleste ESBLcarsa aktivitet mot bredspektrede cefalosporiner i tillegg til karbapenemer.25
ESBLcarsa-holdige bakterier vil derfor kunne selekteres frem pa kromogene medier for ESBL,.
Unntaket er isolater med kun OXA-48 varianter. Disse vil ikke vokse pa ESBL,-medier hvis ikke
isolatet i tillegg produserer ESBL, eller et annet ESBLCARBA-enzym.ZG’ 27

Enterobacteriaceae med ESBLcagsa kan ikke skilles fra isolater med ESBL, direkte ved bruk av
selektive medier for ESBL, alene. Fgrst etter supplerende tester og resistensbestemmelse
(vanligvis dag 2), vil man i noen tilfeller oppdage at et fgrst antatt ESBL,-produserende isolat
er et mulig ESBLcagea-isolat. Overvekst av isolater med ESBL, kan maskere vekst og
vanskeliggjgre deteksjon av ESBLcagga-isolater.

De fleste ESBL,-selektive medier er tilsatt substanser som skal hindre vekst av bakterier som
uttrykker iboende kromosomale AmpC-enzymer. Dette medfgrer at ogsa vekst av ESBLy;.c-
holdige bakterier vanligvis blir forhindret.

Til tross for tilsetning av selektive substanser vil species med overuttrykk av kromosomal
AmpC B-laktamase (f.eks. E. coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Citrobacter freundii og
Morganella morganii) eller isolater med ESBLy.c ofte kunne vokse pa kromogene medier for
ESBL,.>% %

Hos ESBLs-negative isolater kan andre ikke overfgrbare resistensmekanismer som porin-
mutasjoner/effluks forarsake resistens/nedsatt fglsomhet for bredspektrede cefalosporiner

og gi vekst pa kromogene medier for ESBL,.”* *°

Kombinerte ESBL,/ESBLy.c-medier:

Det finnes ogsa kommersielt tilgjengelige medier som skal detektere bade ESBL, og ESBLy.c.
Disse mediene er i motsetning til andre ESBL,-medier ikke tilsatt substanser som skal hindre
vekst av bakterier som uttrykker iboende kromosomale AmpC-enzymer. Bruk av disse
mediene muliggjgr deteksjon av ESBLy.c i tillegg til ESBLy, men vil medfgre betydelig
merarbeid (og evt. forsinkede prgvesvar) for a skille ESBLy.c-holdige bakterier fra bakterier
med overuttrykk av kromosomal AmpC.

Som for ESBLy,-medier vil ESBLcagsa-holdige bakterier kunne selekteres frem pa kombinerte
ESBLA/ESBLy.c-medier, men ogsa her vil unntaket vaere isolater med kun OXA-48 varianter.
Videre vil ESBLcarsa-holdige isolater fgrst kunne identifiseres etter supplerende tester og
resistensbestemmelse (vanligvis dag 2). Overvekst av isolater med ESBL, eller ESBLy.¢c kan
maskere vekst og vanskeliggj@re deteksjon av ESBLcagga-isolater.

ESBLcarsa-medier:

De forskjellige ESBLcarsa-gruppene varierer med hensyn til deres aktivitet mot spesifikke B-
laktam grupper. Isolater med ESBLcarga.a 08 ESBLcarsa.s har hgy aktivitet mot karbapenemer
og vil selekteres frem pa ESBLcarga-medier som er tilsatt karbapenemer. ESBLcagsan (OXA-48
varianter) har i hovedsak lavere aktivitet mot karbapenemer enn andre ESBLcarsp, Og flere
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studier viser at noen medier for seleksjon av ESBLcarga-holdige isolater har lav sensitivitet for

deteksjon av isolater med OXA-48 varianter.’®*

Dette kan Igses ved bruk av utvalgte
ESBLcarsa-medier som er designet for & kunne detektere alle ESBLcarea-holdige bakterier, inkl.
OXA-48 varianter,>® ** eller ved kombinasjon av generelle ESBLcarga-medier og spesifikke
ESBLcagean-medier (se under).>

e Kombinasjoner av ESBL,/ESBLy.c og andre ikke overfgrbare resistensmekanismer som porin-
mutasjoner/effluks kan forarsake resistens/nedsatt fglsomhet for karbapenemer og gi vekst
pa kromogene medier for ESBLcagsa.>> Overvekst av slike isolater kan vanskeliggjgre deteksjon

av ESBLcarsa-isolater.®

Spesifikke ESBLcarga.o-medier:
e Spesifikke medier for deteksjon av Enterobacteriaceae med ESBLcarean (OXA-48 varianter)

har hgy sensitivitet for deteksjon av OXA-48 varianter,> men lav sensitivitet for deteksjon av
isolater med ESBLcagga-n O8 ESBLcareas. >’

Oppsummering og mulige strategier

Basert pa eksisterende litteratur, FHI sine anbefalinger og dagens epidemiologiske situasjon,
anbefaler AFA/K-res at dyrkningsbasert screening for ESBL-holdige Gram-negative stavbakterier
utfgres med en kombinasjon av flere kromogene medier for & kunne detektere bade ESBL, og alle
ESBLcagrsa Varianter, inkludert isolater med kun ESBLcargap (OXA-48 varianter). Dette pa grunn av
den globale gkningen av ESBLcaggap-

Screening for ESBL,.c-holdige bakterier bgr vurderes ut fra epidemiologisk situasjon og
smittevernmessige hensyn. Ettersom det ikke finnes kommersielt tilgjengelige selektive medier
eller andre fenotypiske metoder som evner a skille ESBLy,. c-holdige bakterier fra bakterier som
uttrykker iboende kromosomal AmpC, vil slik screening vaere mer tid- og ressurskrevende enn
screening for ESBL, og ESBLcarsa. En tilnzerming kunne vaere & begrense ESBL,.c screening til
utvalgte species.

Det anbefales 8 dyrke screeningprover fra rektum/faces pa en ikke selektiv skal (f. eks. laktose-
/blaskal) i tillegg til selektive kromogene medier. Vekst pa den ikke selektive skalen er en kontroll
pa representativ prgve.

Videre karakterisering (f. eks. species identifikasjon og fenotypiske ESBL-tester) av isolater som
vokser pa de ulike kromogene mediene er ngdvendig. For konfirmering av ESBL, er fenotypiske
metoder godt etablert, og genotypiske metoder generelt ikke ngdvendig. Genotypiske metoder er
derimot ngdvendige for a verifisere ESBLy.c, og skille ESBLy,.c fra overuttrykk av iboende kromosomal
AmpC hos noen species (f.eks. E. coli). Tilstedevarelse av ESBLcarsa Skal bekreftes med molekylzere
eller biokjemiske metoder. Slike isolater er meldepliktige til MSIS og skal sendes til K-res for
verifisering og videre karakterisering.

Ved evt. bruk av ESBL,-medier alene for deteksjon av ESBLcaraa.a 08 ESBLcarsas i tillegg til ESBL,, er det
viktig at det testes videre for nedsatt fglsomhet/resistens mot meropenem, og at isolater med
nedsatt fglsomhet/resistens mot meropenem undersgkes videre for tilstedevaerelse av ESBLcagsa. Da
en pasient kan vaere baerer av flere ulike stammer (av samme eller ulik species) som kan produsere
flere ulike ESBL,- og/eller ESBLcarga-enzymer, bgr det alltid vurderes & undersgke videre flere kolonier
fra samme prgve. Ved bruk av kun ESBLj,-medier for deteksjon av ESBLcarsa-€nzymer kan
tilstedeveerelse av ESBLcagpa-isolater ikke utelukkes ved manglende vekst etter ett dggn, og OXA-48
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varianter vil ikke kunne detekteres. Ved bruk av ESBLcagsa-medium, som ogsa detekterer ESBLcarsan,
vil tilstedevaerelse av ESBLcarsa derimot kunne pavises/utelukkes etter ett dggn (18-24 t).

Begrensninger

Det er her ikke gjort en evaluering av forskjellige kommersielt tilgjengelige kromogene medier opp
mot hverandre, men tabell 1 gir en oversikt over publiserte studier som har vurdert ulike kromogene
medier. For en del av de nyeste kromogene mediene foreligger det ingen eller begrenset med
publiserte evalueringer. Dette gjelder spesielt spesifikke medier for deteksjon av ESBLcagga.0 (OXA-48
varianter) og kombinerte ESBL,/ESBLy.c-medier. Hvert enkelt laboratorium bgr gjgre sine egne
vurderinger med tanke pa tilgjengelighet av ferdigproduserte skaler versus muligheter for
kvalitetssikret egenproduksjon.

Det foreligger begrenset litteratur med hensyn til nytte av inkubasjon i anrikningsbuljong fgr
spredning pa kromogene medier, og effekten av forlenget inkuberingstid av de kromogene mediene
(40-48 timer versus 18-24 timer). Her ma det gjgres lokale vurderinger ut i fra lokale forhold, og rask
svartid ma vurderes opp mot evt. hgyest mulig sensitivitet.

De fleste kromogene skalene sine egenskaper er evaluert med henblikk pd deteksjon av ESBL-holdige
Enterobacteriaceae, og ikke med henblikk pa pavisning av ESBLcarea-holdige Pseudomonas spp. og
Acinetobacter spp. Ikke-fermenterende Gram-negative bade med og uten ESBLcagga Vil vanligvis ogsa
vokse pd kromogene medier som nevnt over, i hovedsak som fargelgse kolonier. Hvert enkelt
laboratorium bgr vurdere identifisering og videre karakterisering av alle kolonier som vokser pa de
ulike selektive mediene ut fra mottatt prgvemateriale (rektalpensel, faeces, urin, luftveier, kroniske
sar, intravasale katetre etc.) og problemstilling. Det bemerkes at f. eks. E. coli ogsa kan vokse med
fargelgse kolonier pa enkelte medier. Som hovedregel bgr derfor alle kolonier som vokser frem pa de
ulike mediene identifiseres til species niva.
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Tabell 1: Oversikt over gjennomgatte studier hvor screeningprgver eller klinisk prgvemateriale er benyttet i evaluering av de mest vanlige kromogene

medier for deteksjon av ESBL, eller ESBLcagrsa produserende Enterobacteriaceae.

Studier pa renkultur er ikke inkludert i tabellen.

Kromogent medium Prgvemateriale Andel prgver | Sensitivitet Spesifisitet PPV® (%) NPV® (%) Referanse
med ESBL, (%) (%)
ChromID ESBL (BioMérieux) Faeces (n=561) 37/644 97,7 90,4 - E ¥
Nedre luftveier (n=63)
Andre (n=20)
ChromID ESBL (BioMérieux) Rektal pensel (n=468) 32/765 88 (24t) 94,4 (24t) 38,7 (24t) 99,6 (24t) *
Urin (n=255) 94 (48t) 90,5 (48t) 28,4 (48t) 99,2 (48t)
Lunge aspirat (n=42)
ChromID ESBL (BioMérieux) Faeces (n=296) 59/528 94,9° 94,9° 48,7° 99,3° 3
Rektal pensel (n=48) 86,4° 95,5° 70,8° 98,2°
Nedre luftveier (aspirat:
n=117 + hals pensel: n=17)
Diverse (n=50)
Brilliance ESBL (Oxoid) Faeces (n=296) 59/528 94,9° 95,1° 46,7° 99,3¢ %
Rektal pensel (n=48) 94,9° 95,7° 73,7° 99,3°
Nedre luftveier (aspirat:
n=117 + hals pensel: n=17)
Diverse (n=50)
ChromID ESBL (BioMérieux) Faeces (n=500) 41/500 100 94,8 63 100 40
CHROMagar ESBL (CHROMagar) Faeces pensel (n=186) 17/256 100 93,3 51,5 100 “
Urin (n=48)
Sputum pensel (n=12)
Sar pensel (n=10)
ChromlID ESBL (BioMérieux) Faeces pensel (n=186) 17/256 88,2 92,9 46,9 99,1 “
Urin (n=48)
Sputum pensel (n=12)
Sar pensel (n=10)
CHROMagar ESBL (CHROMagar) Rektal pensel, ESwab 354/2337 98,3 72,3 38,7 99,6 8
(n=2337)
ChromID ESBL (BioMérieux) Rektal pensel, Eswab (n=2337) | 354/2337 97,5 72,9 39,1 99,4 8
Brilliance ESBL (Oxoid) Rektal pensel, Eswab (n=2337) | 354/2337 98,6 57,9 29,5 99,6 8
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ChromID (BioMérieux) Rektal/nese pensel, Eswab 16/139 81,3 (18-24t) 80,7 (18-24t) 35,1 (18-24t) 97,1 (18-24t)
(n=139) 87,5 (48t) 77,4 (48t) 33,3 (48t) 98,0 (48t)
Brilliance ESBL (Oxoid) Rektal/nese pensel, Eswab 16/139 87,5 (18-24t) 82,1 (18-24t) 38,9 (18-24t) 98,1 (18-24t) 2
(n=139) 87,5 (48t) 77,4 (48t) 33,3 (48t) 98,0 (48t)
Kromogent medium Prgvemateriale Andel prgver Sensitivitet Spesifisitet PPV? (%) NPV® (%) Referanse
med ESBLcarsa | (%) (%)
CHROMagar KPC (CHROMagar) Rektal pensel (n=122) 41/122 100 98,4 - - =
CHROMagar KPC (CHROMagar) Rektal pensel, Eswab (n=139) | 33/139 84,9 88,7 70 95 o
Colorex KPC (CHROMagar KPC, Faeces (n=200) 37/200 97 96 - - *
CHROMagar)
ID CARBA (ChromID CARBA, Faeces (n=200) 37/200 100 93 - - >
BioMérieux
ChromID CARBA (BioMérieux) Rektal pensel (n=200) 87/200 92,4 96,9 93,4 94,8 e
ChromID ESBL (BioMérieux) Rektal pensel (n=200) 87/200 92,4 84,7 73,9 94,8 e
CHROMagar KPC (CHROMagar) Rektal pensel (n=126) - - - 100 98,8 i
ChromID ESBL (BioMérieux) Rektal pensel (n=77) 10/77 90 68,6 - - 8
Brilliance CRE (Oxoid) Rektal pensel (n=77) 10/77 80 86,6 - - *®
SUPERCARBA (egen produsert)’ Rektal pensel (n=77) 10/77 80 98,5 - - *®
ChromID CARBA (BioMérieux) Rektal pensel (n=302) 33/302 57,6 98,9 86,4 95,0 >
ChromID OXA-48 (BioMérieux) Rektal pensel (n=302) 33/302 75,8 99,3 92,6 97,1 >
ChromID CARBA + ChromID OXA- | Rektal pensel (n=302) 33/302 90,9 98,5 88,2 98,9 *
48 (BioMérieux)
Brilliance CRE (Oxoid) Faeces (n=175) 32/175 59 34 16 - >
ChromID CARBA (BioMérieux) Faeces (n=175) 32/175 100 98 91 - »
Brilliance CRE (Oxoid) Faeces (n=152) 13/152 54 23 6 - %
ChromID CARBA (BioMérieux) Faeces (n=152) 13/152 85 85 36 - %
ChromID CARBA (BioMérieux) Rektal pensel (n=177) 86/177 96,5 91,2 91,2 96,8 49

®PPV: positiv prediktiv verdi; °NPV: negativ prediktiv verdi; °-: ikke bestemt; Iolonier analysert uavhengig av kolonifarge; € Kolonier analysert avhengig av kolonifarge; F
Medium i studien egenprodusert — mediet er na kommersialisert av CHROMagar og kan vaere endret.
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