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Sammanfattning

Multiresistens hos gramnegativa bakterier &r ett stort problem 1 stora delar av vérlden.
Avsaknaden av nya preparat har resulterat 1 aterintroduktion av ett tidigare stoppat
antibiotikum, kolistin, men dessvérre kantas resistensbestimningen av flertalet problem.
Kolistin dr en positivt laddad molekyl som binder till lipid A 1 yttermembranet, vilket
destabiliseras och resulterar 1 celldod. Flertalet resistensmekanismer mot kolistin finns
beskrivna och majoriteten resulterar 1 fordndrad lipid A-struktur, vilket leder till forsdmrad
kolistininbindning.

Syftet med examensarbetet var att utviardera fyra potentiella screeningmetoder for att
upptécka kolistinresistens och jamfora resultaten mot buljongspadning som referensmetod.
De fyra screeningmetoderna var buljongeluering och diskdiffusion samt de kommersiellt
tillgdngliga screeningtesterna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP.

Totalt analyserades 57 helgenomsekvenserade Enterobacterales, varav 28 Escherichia coli
och 29 Klebsiella pneumoniae, dir aktuella resistensmekanismer var kdnda. Samtliga isolat
analyserades en gang per metod och utdver detta analyserades dven tre kontrollstammar.
Vid buljongspidning erholls viarde for minsta inhiberande koncentration (MIC) kolistin,
vilket anvédndes for klassificering som kénslig (MIC < 2 mg/) eller

resistent (MIC > 2 mg/l). De fyra screeningtesterna var designade for att uppticka
resistenta isolat och innehodll 2—4 mg/1 kolistin. Resultaten frdn screeningtesterna var
kvalitativa och kénslighetskategoriserade isolaten.

Sensitivitet och specificitet berdknades for metoderna. Hogst sensitivitet (100 %) noterades
for Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP, och lagst specificitet (76 %) for
buljongeluering. Med hinsyn till resultat, prevalens, hallbarhets-, tids- och
kostnadseffektivitet drogs slutsatsen att Rapid polymyxin NP &r bésta alternativet som
screeningmetod av utvdrderade metoder.

Nyckelord

Antibiotikaresistensbestdimning, buljongspiadning, kolistin
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Abstract

Infections due to multidrug resistant Gram-negative bacteria are a major problem in large
parts of the world. Due to lack of treatment options, a previously banned antibiotic,
colistin, has been reintroduced. Unfortunately, susceptibility testing of colistin is
problematic and currently the only recommended method is broth microdilution (BMD).
Colistin is a positively charged molecule that binds to lipid A at the negatively charged
outer cell membrane, which leads to cell disruption. Several mutations causing colistin
resistance have been identified, most of them cause alterations of lipid A, resulting in
impaired colistin outer cell membrane interaction.

The aim of this study was to evaluate four potential screening methods for colistin
resistance and compare the results with BMD (reference method). The four screening
methods were broth disk elution, disk diffusion and the commercially available tests
Superpolymyxin and Rapid polymyxin NP.

A collection of 57 whole genome sequenced Enterobacterales consisting of

28 Escherichia coli and 29 Klebsiella pneumoniae were included in the study. Reference
results were obtained by BMD, where the estimated minimum inhibitory concentration
(MIC) values were used for classification of the isolates as sensitive (MIC < 2 mg/l) or
resistant (MIC > 2 mg/l).

Sensitivity and specificity were calculated for the methods. The highest sensitivity (100 %)
was noted for Superpolymyxin and Rapid polymyxin NP, and the lowest specificity (76 %)
for broth disk elution. Considering the results, prevalence, durability, time and cost
efficiency, it was concluded that Rapid polymyxin NP is the best alternative as a screening
method of evaluated methods.

Keywords

Susceptibility testing, broth microdilution, colistin
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American Type Culture Collection

Clinical and Laboratory Standards Institute

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
4-amino-4-deoxy-L-arabinos

Lipopolysackarid

Mobilized colistin resistance

Mueller-Hinton

Minsta inhiberande koncentration
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Typ Il NADH-quinone oxidoreduktas respiratoriskt enzym
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Fosfoetanolamin
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1 INTRODUKTION
1.1 Kolistin

Antibiotikaresistens dr ett 6kade problem 1 samhéllet och for multiresistenta Enterobacterales
ar behandlingsalternativen kraftigt begransade. En grupp av antibiotika, polymyxiner
(bestaende av polymyxin B och E (kolistin)), som fram till mitten av 1980-talet anvéndes 1
stor utstrdckning mot gramnegativa bakterier har idag ater hamnat i rampljuset och klassas
numera som sista-utvdgen-antibiotikum. Detta trots antibiotikumets hoga toxicitet mot neuron
och nefron (1).

Polymyxiner isolerades forsta gangen 1947 fran jordbakterien Bacillus polymyxa. For att
undersoka bakteriens antibakteriella effekt sprayades tvé olika bakteriesuspensioner
innehéllandes gramnegativa (Escherichia coli och Salmonella schottmeulleri) samt
grampositiva bakterier (Staphylococcus aureus) pa B. polymyxa-kolonier. Skillnaden 1
zondiameter kring kolonierna var stor och stérst zon uppméttes vid applicering av
gramnegativa bakterier. Slutsatsen drogs att B. polymyxa har antibakteriell effekt mot
framforallt gramnegativa bakterier vilket var unikt vid tidpunkten (2).

1.1.1  Struktur och verkningsmekanism

Att polymyxiner enbart har antibakteriell effekt mot gramnegativa bakterier beror pa den
unika bakteriestrukturen. Yttermembranet innehdller bland annat negativt laddade
fosfatgrupper som attraherar positivt laddade molekyler, sdsom polymyxin. Polymyxiner
bestér av en cyklisk polykatjonisk polypeptid med hydrofila och hydrofoba delar diar den
hydrofoba delen dr mest potent (figur 1) (1, 3). Bindningen mellan yttermembranet och
polymyxin sker genom att polymyxin ersétter Mg?" eller Ca?* och binder till lipid A (3). Detta
leder till att lipopolysackariderna (LPS) destabiliseras och membranpermeabiliteten fordndras,
vilket s& sméningom resulterar i celldod (4). Till f6ljd av den riktade verkningsmekanismen
mot det yttre membranet dr polymyxin inte verksamt mot bland annat grampositiva
organismer samt majoriteten anaeroba organismer (1). Det yttre membranet antas dock inte
vara det enda malet for polymyxin hos gramnegativa bakterier. Genom inhibering av

typ I NADH-quinone oxidoreduktas respiratoriskt enzym (NDH-2), som &r en del av
elektrontransportkedjan, forhindras respirationen, vilket kan resultera i celldod. Detta kraver
dock att polymyxin forst kommer in i cellen (5).
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Figur 1: Kolistins struktur (6).
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1.1.2 Resistensmekanismer

Bakteriernas vanligaste resistensmekanismer for att skydda sig mot polymyxins angrepp
innebédr modifieringar av LPS. Kromosomala mutationer antas vara vanligast och
modifieringarna resulterar i minskad negativ laddning hos lipid A, vilket ger upphov till
minskad affinitet till polymyxiner. Missensemutationer kan orsaka uppreglering av operonen,
vilket resulterar 1 polymyxinresistens (1). Dessvirre finns det vildigt ménga kénda
mutationsvarianter som resulterar i polymyxinresistens och formodligen finns ytterligare att
uppticka. Vidden av resistensgener forsvarar kraftigt mojligheten att detektera forvarvad
resistens genom PCR (7). Nedan tas endast den vanligast forekommande mekanismen upp.

Uttrycket av de flesta gener som ar inblandade 1 LPS-modifieringar regleras av tvd
tvakomponentsystem (PhoP-PhoQ och PmrA-PmrB) (figur 2). I innermembranet dr
histidinkinassensorerna PhoQ och PmrB placerade och vid bakterietillvixt kan dessa bli
aktiverade av olika stimuli. PhoQ aktiveras vid 14g extracelluldr koncentration Mg?" eller Ca®*
samt lagt pH och PmrB aktiveras vid hog koncentration av Fe** och 1agt pH. Efter aktivering
kan kinassensorerna fosforylera respektive svarsregulator (PhoP och PmrA) lokaliserad 1
cytoplasman. Svarsregulatorn PhoP aktiverar dels operonet arnBCADTEF som resulterar 1
produktion och addering av 4-amino-4-deoxy-L-arabinos (L-Ara4N) till lipid A, men dven
produktion av det regulatoriska proteinet PmrD som i sin tur kan aktivera PmrA. PmrA
aktiverar 1 sin tur operonet pmrCAB som leder till produktion av fosfoetanolamin (PEtN) som
ocksa adderas till lipid A. Dessa végar ar tva olika sitt att modifiera LPS som resulterar i
polymyxinresistens genom minskad negativ laddning hos lipid A (figur 3) (1).

Low Mg?*/Ca2*/pH High Fe3*/Low pH

> 2 (+) [ PP k4
—»—» PmrA ) (PmrA
| |
oy Yo o
L-Ara4N addition l PEtN addition

to the lipid A to the lipid A

@

¥ B

Modification of LPS, Galactosamine
leading to polymyxin resistance addition to the lipid A

Figur 2: Schematisk bild 6ver mutationers paverkan pa LPS (8).
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Figur 3: Visuell beskrivning av fordndringarna av lipid A genom addering av L-Ara4N och PEtN (9).

Till tvakomponentsystemet hor dven det negativt regulatoriska proteinet MgrB, vars
transkription okar vid aktivering av PhoP-PhoQ. MgrB f6rhindrar i sin tur fosforylering av
PhoP, vilket formodligen sker genom stimulering av fosfatasaktivitet eller inhibering av
kinasaktiviteten hos PhoQ (10). Genom den negativa feedbacken forhindras uppreglering av
PhoP-PhoQ-systemet och dirmed utveckling av polymyxinresistens. Vid mutation som ger
upphov till inaktivt protein forsvinner dock effekten och resistens har upptéckts. Vid studier
av kliniska resistenta K. pneumoniae-isolat (n=47) noterades 25 % ha muterad mgrB-gen.
Mutationen antogs ge upphov till inaktivt protein och ddrmed resistensutveckling. Hypotesen
testades genom att transformera en rekombinant plasmid innehllandes mgrB-genen fran
vildtypisolat till tre resistenta isolat. Hos samtliga isolat noterades fullstindig kénslighet efter
transformationen, vilket stodjer teorin (11).

Utover kromosommedierad resistens finns dven plasmidmedierad polymyxinresistens som
kan 6verforas horisontellt mellan bakterier, mobilized colistin resistance (mcr). mcr-1 var den
forsta plasmidmedierade resistensmekanismen som upptéacktes och ger upphov till minskad
negativ laddning av lipid A genom addering av PEtN. Idag ar 13 mcr-1 subgrupper

(mcr-1.1 —mcr-1.13) och atta mer-varianter (mcr-1 — mer-8) kinda (1).

1.1.3 Heteroresistens

Vidden av resistensmekanismer &r inte det enda problemet kopplat till
kolistinresistensbestimning. Heteroresistens dr ett fenomen som definieras som nér en
subpopulation inom ett kinsligt isolat uppvisar antibiotikaresistens, vilket har noterats mot
just polymyxin. Den resistenta subpopulationen kan da véxa 1 en hogre koncentration
polymyxin &n den kinsliga. Fenomenet dr svarupptickt men upptéicks ibland kliniskt som
exempelvis invéxt 1 inhiberingszonen vid diskdiffusionsmetoden. Om heteroresistenta isolat
behandlas med antibiotika kan den kdnsliga populationen elimineras och ett helresistent isolat
kvarstar. Det &r inte helt ként hur fenomenet uppstar men det skulle kunna grundas i
mutationer inom det regulatoriska systemet eller fullstindig forlust av LPS-produktion (1).

I ett resistent K. pneumoniae-isolat uppvisade en subpopulation kinslighet mot kolistin efter
mutationer 1 det regulatoriska systemet PhoP-PhoQ. Den partiella deletionen pa 25 baspar 1
PhoP-genen resulterade i ett inaktivt protein efter forskjuten ldsram, och dirmed dven forlust
av resistensmekanismen, och séledes uppkomsten av heteroresistens (12).

3(25)
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1.2 Resistensbestimningsmetoder

Dessvirre finns flera svarigheter vid resistensbestimning for polymyxin. Den enda godkidnda
metoden av European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) ar
buljongspadning, men metoden dr idag ovanlig pa kliniska laboratorier. Vid metoden faststélls
den minsta koncentrationen som inhiberar tillvixt (MIC) genom semikvantitativ bestimning

(13).

Genom sammanstéllning av vildtypernas MIC-viarden har EUCAST tagit fram art- och
antibiotikumspecifika brytpunkter. For E. coli och K. pneumoniae ligger vildtypernas MIC
inom intervallet 0,12-2 mg/l (majoriteten vid 0,25-0,5 mg/1) {for kolistin (14). Brytpunkten f6r
kolistin har darmed satts till kdnslig (S) <2 mg/l och resistent (R) > 2 mg/1 (15).
Klassificering av isolat genomfors sedan genom jimforelse mellan MIC-vérdet och
brytpunkterna. I screeningmetoder anvédnds endast en antibiotikakoncentration, vilket 1 detta
fall 4r 2 mg/I. Isolat som kan tillvdxa vid nédrvaro av kolistinkoncentrationen kategoriseras
som resistenta, medan isolat som inte tillvdxer &dr kinsliga (16, 17).

I arbetet utfordes buljongspiadning (referensmetod) for att erhdlla MIC-vdrde med majlighet
till S/R-kategorisering. Darutdver utvarderades buljongeluering och diskdiffusion samt de
kommersiellt tillgangliga screeningtesterna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP.

I tabell I beskrivs samtliga metoder samt kolistininnehall.

Tabell I: Genomforda resistensbestdmningsmetoder samt kolistininnehéll for respektive metods odlingsmedium alternativt
antibiotikadiskar.

Metod Kolistininnehall
Buljongspadningsmetoden 0,125-128 mg/I
Buljongeluering med kolistindiskar 2 -4 mg/l
Diskdiffusionsmetoden 10 ug & 50 ug
Superpolymyxin 2 mg/I

Rapid polymyxin NP 2 mg/l

4(25)
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1.2.1 Buljongspddningsmetoden

Referensmetoden for kolistinresistensbestdmning dr som tidigare ndmnt den semikvantitativa
metoden buljongspiddning. Bakteriesuspensioner tillverkas med katjonjusterad
Mueller-Hinton-buljong (MH) och dispenseras dérefter 1 polystyrenmikrotiterplattor.
Plattorna ska vara helt obehandlade och far inte innehélla négra andra tillsatser dn
sulfatsaltpolymyxiner. Vid tillsats av inokulerad buljong skapas spddningsserier med olika
koncentrationer antibiotikum (13). Vidare rekommenderar EUCAST att kvalitetskontroller
genomfors med ett kénsligt (E. coli ATCC 25922 eller P. aeruginosa ATCC 27853) och ett
resistent isolat (E. coli NCTC 13846 (kdnd mcr-1-gen)) (15).

Vid avldsningen bestdms MIC-virdet genom visuell beddmning av den ldgsta koncentrationen
som hdmmar bakterietillvaxt. Tillvixt definieras som nérvaro av grumlighet och/eller
pelletbildning, se figur 4.

0,12 0,25 05 1 2 4 8 16 32 64 128 O

- -

Figur 4: Panel for buljongspadningsmetoden. Varje horisontell rad representerar ett isolat. Siffrorna beskriver
kolistinkoncentrationen i mg/l. Brunnen utan antibiotikatillsats anvidnds som positiv kontroll. Svarta cirklar representerar
avldst MIC-virde.

Dessvérre kantas metoden av problem sdsom diskontinuerlig tillvixt inom spddningsserien.
EUCAST anger i sina rekommendationer att det hogsta MIC-vérdet ska anges som det sanna
om problemet uppstar. Vid diskontinuerlig tillvixt i tva eller fler brunnar 1 rad rédknas
resultatet som oacceptabelt och omanalys rekommenderas. Fenomenet skulle kunna orsakas
av heteroresistens, kontaminationer eller felaktigt inokulat (18).

P& grund av polymyxinmolekylens struktur adhererar den latt till olika material sdsom plast
och vid en studie undersoktes olika material for att faststélla graden polymyxinadhesion.
Slutsatsen drogs att ett speciellt 1dg-protein-bindande polypropylen binder l4gst andel kolistin,
medan polystyren resulterar i hogst kolistininbindning. Trots detta dr referensmetoden for
kolistinresistensbestdmning enligt Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) och
EUCASTSs rekommendationer buljongspadningsmetoden i polystyrenplattor (19).

5(25)
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Tidigare rekommenderade EUCAST tillsats av polysorbate 80 (P-80) till brunnarna for att
minska adhesionen till plasten (1). Dessvérre noterades P-80 ha synergistisk effekt med
polymyxin genom att paverka bakteriens permeabilitet och 6ka kénsligheten mot bland annat
pH- och temperaturfordndringar (20). Vid tillsats av P-80 blev resultatet signifikanta
reduceringar av MIC-vardet for kinsliga isolat. Fordndringarna var mindre fOr resistenta isolat
och den kategoriska dverensstaimmelsen var hog (21). Dessutom har egen antibakteriell effekt
upptéckts hos P-80 och av dessa anledningar drogs EUCASTSs rekommendationer tillbaka.
Ytterligare nackdelar med buljongspddningsmetoden dr att den dr tidskrdvande och att
avldsningen ir subjektiv och komplex (1).

En fordel med metoden &r att mikrotiterplattorna innehaller antingen flera olika antibiotika
eller har plats for flera isolat. Detta medfor att bara en platta krivs for att utféora multipel
resistensbestdmning (22). Vidare kan metoden dven ge information om grad av resistens (23).

1.2.2 Buljongeluering fran kolistindiskar

Nyligen publicerades en artikel som foreslog buljongeluering som ett alternativ till
buljongspiddning (24). Metoden innebdr att kolistindiskar placeras i MH-buljong och kolistinet
fran disken elueras till buljongen. Beroende pa diskstyrka och antal diskar som anvénds
skapas buljonger med olika antibiotikakoncentrationer som sedan inokuleras med bakterier.
En fordel med metoden &r att endast material som vanligen finns pa ett laboratorium anvénds
(24). Genom anvindning av glasrér minskas kolistinadhesionen till behallaren (25). Dock gar
det inte sdkerstilla exakt hur mycket antibiotika som elueras fran diskarna. Efter inkubering
avldses MIC-virdet som den ldgsta koncentrationen som himmar bakterietillvixt genom
franvaro av grumlighet, se figur 5 (24).

+ + + + - -
R, MIC > 4 mg/I S, MIC £ 2 mg/I

Figur 5: Odlingsror frén buljongeluering med kolistindiskar. Ovanfor beskrivs kolistinkoncentrationen i mg/1 och nedanfoér
beskrivs resultatet som ndrvaro eller franvaro av tillvéxt samt MIC-virde och kategorisering enligt metoden.

6(25)



i ) i i Emma Axelsson
ggpvggmversﬂetet m Axclsso

1.2.3  Superpolymyxin

Superpolymyxin (ELITechGroup, Puteaux, Frankrike) &r ett selektivt och differentierande
medium for screening av polymyxinresistenta gramnegativa bakterier (16). Plattorna racklas
med bakteriesuspension tillverkad med fysiologisk NaCl-16sning. Efter aerob inkubering 1
24-48 timmar detekteras kolistinresistenta isolat genom tillvdxt pd plattorna (7).

Mediet far sina selektiva och differentierande egenskaper tack vare en rad tillsatser.

Eosin metylenblatt ar selektivt for gramnegativa bakterier, och tillsats av daptomycin samt
amfotericin B inhiberar vixt av grampositiva bakterier respektive svamp. Tillsats av kolistin
(2 mg/l) tillater endast véxt av kolistinresistenta isolat. Mediet differentierar stammar genom
laktosfermentation, dar fermenterande isolat blir morkbla/bruna och icke-fermenterande
farglosa/ljuslavender. Dessutom differentieras laktosfermenterande stammar ytterligare dér
E. coli bildar metalliskt grona kolonier och K. pneumoniae bruna/morkcentrerade mukoida
kolonier, se figur 6 (16).

K. pneumoniae (R) K. pneumoniae (R) E. coli (R)

Figur 6: Resistenta isolat av olika bakteriesldkten pa Superpolymyxinagar.

7(25)
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1.2.4 Rapid polymyxin NP

Rapid polymyxin NP (ELITechgroup) ér en screeningmetod for kolistinresistens hos
Enterobacterales. Till skillnad fran 6vriga metoder i arbetet ger detta snabbtest resultat efter
2-3 timmar, vilket dr fordelaktigt. I testet ingar allt material (17). Medfoljande buljong
innehaller bland annat glukos och pH-indikatorn fenolrdd, och vid tillvéxt av
glukosmetaboliserande Enterobacterales bildas sura metaboliter som ger upphov till
fargomslag hos pH-indikatorn. Analysen utférs med hjdlp av tre brunnar, en positiv, en
negativ och en testbrunn, dér endast testbrunnen innehaller antibiotikum (2 mg/1) (17, 26). For
godként resultat maste fargomslag ske i den positiva brunnen fran orange till gul och ingen
fargfordndring 1 den negativa brunnen, se figur 7. Eftersom resistenta isolat kan véxa vid
ndrvaro av kolistin kommer ett fairgomslag ske, medan kéinsliga isolat inte ger upphov till
nagon fargforandring (26).
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Figur 7: Kassetter fran Rapid polymyxin NP. Till vinster syns kassetterna uppifran for ett kdnsligt (S) och resistent isolat
(R). Till hoger syns samma kassetter fran sidan istdllet. Den vénstra brunnen &r negativ kontroll, till hoger positiv kontroll
och i mitten testbrunnen.
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1.2.5 Diskdiffusionsmetoden

Diskdiffusionsmetoden &r kliniskt den vanligaste metoden for screening av
antibiotikaresistens och av den anledningen forsoktes metoden dven appliceras for kolistin
som mojlig screeningmetod. Med metoden inokuleras MH-plattor med bakteriesuspension
och direfter appliceras antibiotikadiskar. Efter inkubering 1 16—20 timmar méts zondiametern
kring varje antibiotikadisk (figur 8) (23). Fordelar med metoden ar dess laga kostnad samt
enkelheten 1 och med att metoden é&r rutin for de flesta andra antibiotika (1). Vanligen jamfors
zondiametern mot brytpunkter frain EUCAST, men for kolistin finns inga utgivna brytpunkter
(15). Hanvisning sker istillet till referensmetoden som &r buljongspadningsmetoden, och
resistensbestdmning med diskdiffusionsmetoden avrads (13). Detta grundar sig i att metoden
inte ar tillforlitlig, framst eftersom kolistin diffunderar ldngsamt och i 1ag grad i agar pa grund
av storlek och struktur (27).

Figur 8: Diskdiffusionsmetoden for tva resistenta K. pneumoniae-isolat enligt buljongspadningsmetoden. Isolatet till vanster
har MIC 16 mg/1 och det till hoger MIC 8 mg/1. Pa varje platta har kolistindiskar med 10 pg och 50 pg applicerats. Siffrorna
representerar diametern av inhiberingszonen i mm.

1.3 Syfte

Syftet med examensarbetet var att utvdrdera fyra screeningmetoder for identifiering av
kolistinresistens hos totalt 57 stammar av Escherichia coli samt Klebsiella pneumoniae.
Metoderna som utvérderades var buljongeluering, Superpolymyxin, Rapid polymyxin NP och
diskdiffusionsmetoden. Resultaten jaimfordes dédrefter mot buljongspddningsmetoden som
anvindes som referensmetod. Stammarna var helgenomsekvenserade och aktuella
resistensmekanismer var kianda. Gar det uppticka nagon skillnad mellan screeningmetoderna
och i sddana fall, vilken &r bést pa att identifiera kolistinresistens?
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2 MATERIAL OCH METOD
2.1 Bakterieodling och forberedelse

I studien jamfordes totalt 57 isolat, E. coli (n=28) och K. pneumoniae (n=29). Samtliga isolat
var helgenomsekvenserade och aktuella resistensmekanismer var kéinda. Frysta isolat odlades
pa blodagar samt UriSelectagar (lokalt tillverkade) och inkuberades 1 35 °C med 5 % CO» 1
16-20 timmar. UriSelect anvidndes som renhetskontroll och dygnstérska kolonier fran
blodagar anvindes vid tillverkning av bakteriesuspensioner. I samtliga metoder forutom
Rapid polymyxin NP suspenderades kolonierna i 0,85 % NacCl till turbiditet

0,5 + 0,1 McFarland (Densichek plus, Biomérieux, Marcy-I’Etoile, Frankrike) och anvindes
sedan 1 respektive metod enligt nedan. For bésta resultat anvdndes suspensionerna inom en
timme fran tillverkandet. Kontroller utférdes for samtliga metoder med E. coli NCTC 13846
(med kind mcr-1-gen, R), E. coli ATCC 25922 (S) och K. pneumoniae ATCC 700603 (S).
Varje isolat inklusive kontrollerna analyserades en gang per metod forutom vid
buljongspadningsmetoden dér kontroller sattes pé varje platta. Vid tekniska problem
upprepades forsoket. Allt material och alla reagens antog rumstemperatur innan anvéndning.

2.2 Buljongspidningsmetoden

Metoden utfordes enligt rutin pa det mikrobiologiska laboratoriet 1 Karlskrona (28). Frin
bakteriesuspensionen (0,5 + 0,1 McFarland) 6verfordes 10 pl till 11 ml MH-buljong
(Sensititre cation adjusted Mueller-Hinton broth, Thermo Scientific, Waltham, USA). Efter
noggrann blandning monterades doseringshuvud (Sensititre dosing heads, Thermo Scientific)
och buljongen placerades i dispenseringsroboten (Sensititre AIM, Thermo Scientific). En
96-hélsmikrotiterplatta (Sensititre FRCOL, Thermo Scientific) med plats for atta isolat
positionerades och 50 ul dispenserades ut 1 varje brunn. I varje FRCOL-platta sattes dven
kontroller. Slutligen monterades en plastfilm 6ver brunnarna for att skydda frdn avdunstning
och kontamination. Samtliga plattor inkuberades aerobt vid 35 °C 1 16-20 timmar. Avldsning
genomfordes 1 Sensititre Vizion (Thermo Scientific) genom manuell markering av lagsta
koncentrationen utan bakterietillvaxt. For godként resultat kravdes tillviaxt 1 den positiva
kontrollen for varje isolat.

2.3 Buljongeluering frin kolistindiskar

Metoden utfordes i1 enlighet med tidigare studie (24). For varje isolat krdvdes tre glasprovror
med lock och 5 ml katjonjusterad MH-buljong (22 g/l i avjoniserat vatten) (BD, New Jersey,
USA) 6verfordes till respektive provror. Till roren tillsattes 0, 1 och 2 kolistindiskar

(10 pg, antimicrobial susceptibility test discs, Oxoid, Basingstoke, Storbritannien) for
slutkoncentrationerna 0 mg/l, 2 mg/l och 4 mg/1 per isolat. Kolistinet tilldts eluera till
buljongen under en inkubationstid om 30 minuter i rumstemperatur. Darefter dverfordes

25 ul bakteriesuspension (0,5 + 0,1 McFarland) av respektive isolat till de tre réren. Slutligen
blandades roren forsiktigt och inkuberades aerobt i 1620 timmar vid 35 °C, varefter visuell
beddmning av turbiditet genomfordes.

1025)



i A i i E Axel
%allglr'lwexgmversﬂetet mma Axelsson

2.4 Superpolymyxin

Metoden genomfordes enligt bipacksedelns instruktioner (Superpolymyxin, ELITechGroup).
Bakteriesuspension (0,5 + 0,1 McFarland) spaddes 1/10 med 0,85 % NaCl och

10 pl racklades jamnt dver ytan pa Superpolymyxinagar och blodagar (tillvaxtkontroll).
Plattorna inkuberades aerobt vid 35 °C och avldsning genomfordes efter 24 samt 48 timmar.
Vid bakterietillvixt noterades isolatet som resistent och franvaro av vixt noterades som
kanslighet.

2.5 Rapid polymyxin NP

Metoden utfordes enligt bipacksedelns instruktioner (Rapid polymyxin NP, ELITechGroup).
RP medium forinkuberades 1 tio minuter vid 35 °C. Under tiden tillverkades
bakteriesuspensioner med kolonier frén blodagar och medféljande RP NaCl till

3,0-3,5 McFarland. Resterande steg genomfordes inom en timme. Den negativa kontrollen
sattes genom tillsats av 75 pl forinkuberat RP medium och 25 pl ej inokulerad RP NaCl till
negativ kontrollbrunn. Dérefter 6verfordes 500 pl inokulerad RP NaCl till resterande

RP medium (cirka 1,4 ml). Efter noggrann blandning pipetterades 100 ul av ovanstdende
16sning till testbrunn och positiv kontrollbrunn. Kassetterna stingdes med medféljande
stangningssystem och inkuberades aerobt 1 35 °C. Efter tv timmar genomfordes en forsta
avldsning och slutavlasning gjordes efter tre timmar. Isolat noterades som resistenta vid
fargomslag till gult i1 testbrunnen, och kénsliga vid ofordndrad farg. Dessutom noterades
resultatet for kontrollbrunnarna dir negativ brunn forvintades vara orange och positiv gul.

2.6 Diskdiffusionsmetoden

Metoden utfordes enligt rutin pa det mikrobiologiska laboratoriet 1 Karlskrona (23). MH-agar
(lokalt tillverkad) inokulerades jdmnt med bakteriesuspension (0,5 = 0,1 McFarland) med
hjalp av rotator. Kolistindiskar (Oxoid) med midngderna 10 pg samt 50 ug applicerades pa
inokulerad MH-agar inom 15 minuter. Plattorna inkuberades inom 15 minuter vid 35 °C 1
16-20 timmar. Vid avldsningen mattes zondiametern kring varje kolistindisk i millimeter.
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2.7 Statistik

I arbetet anvindes Excel for organisering och strukturering av radata. Dérefter anvéndes
GraphPad Prism for att genomfora statistiska berdkningar och skapa grafer. Specificiteten for
en metod berdknades genom att dividera antalet sant kinsliga isolat for metoden med det
totala antalet isolat som kategoriserats som kénsliga med referensmetoden. Pa liknande sitt
berdknades sensitiviteten genom att dividera antalet sant resistenta isolat med samtliga isolat
som kategoriserats som resistenta med referensmetoden.

For diskdiffusionsmetoden berdknades medelvirdet och standardavvikelsen for kiansliga
respektive resistenta isolat for bda kolistindiskarna. Dérefter undersoktes det om det fanns
statistiskt signifikant skillnad mellan kénsliga och resistenta isolat for respektive mingd
kolistin med ett oparat t-test. Slutligen genomfordes korrelationsanalys (Pearson) mellan
MIC-virde och zondiameter och korrelationskoefficienten (r) togs fram. Samtliga
ovanstidende berdkningar utférdes med GraphPad Prism.

2.8 Etik

Samtliga anvinda isolat vid arbetet var avidentifierade och gér inte koppla till patienter. Av
den anledningen ansdgs ingen etisk provning nodvindig.
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3 RESULTAT
3.1 Buljongspadningsmetoden

I arbetet jamfordes totalt 57 isolat tillhorande E. coli (n=28) och K. pneumoniae (n=29). Av
dessa klassificerades 21 isolat som resistenta (9 E. coli och 12 K. pneumoniae) och

36 kinsliga med buljongspiddning, och i figur 9 presenteras resulterande MIC-férdelning hos
isolaten.

30+

25+
- Il R-K. pneumoniae
S 20+ .
S Bl R-E.coli
5 197 S - K. pneumoniae
< 104 B S-E.coli

5-

0-

0,25 05 1 2 4 8 16
MIC (mgl/l)

Figur 9: Fordelning av analyserade isolat. Morka farger representerar E. coli och ljusa K. pneumoniae. Kénsliga isolat
markeras grona och resistenta roda. Resultaten &r baserade péa buljongspadningsmetoden.

Vid buljongspiddningsmetoden sattes kontroller pa samtliga plattor och upprepade resultat
finns dérfor for E. coli NCTC 13846 (n=11), E. coli ATCC 25922 (n=11) och K. pneumoniae
ATCC 700603 (n=9). Precisionen for bada E. coli berdknades till 82 % och K. pneumoniae till
100 % med median-MIC pé 4 mg/1 (E. coli NCTC 13846 (4 mg/1)), 0,5 mg/l (E. coli ATCC
25922 (0,25 mg/L)) och 1 mg/l (K. pneumoniae ATCC 700603 (1 mg/l)). Samtliga resultat
frén kontrollisolat hamnade inom godként intervall eftersom variationer inom + ett
spadningssteg godkinns for metoden.

3.2 Buljongeluering, Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP

Vid utforandet av buljongeluering blev totalt fem isolat falskt kdnsliga. Av dessa hade tre
MIC 4 mg/1, ett MIC 8 mg/l och ett MIC 16 mg/l. Ett isolat med MIC 0,5 mg/] blev falskt
resistent med buljongeluering. Eftersom screeningmetoderna enbart ger information om
isolatets kénslighetskategori berdknas endast respektive metods specificitet och sensitivitet.
For buljongeluering berdknades specificiteten till 97 % och sensitiviteten till 76 % (figur
10A). Kontrollstammarna med MIC 4 mg/l (R) (E. coli NCTC 13846), 0,25 mg/1 (S) (E. coli
ATCC 25922) och 1 mg/l (S) (K. pneumoniae ATCC 700603) klassificerades alla som
kansliga med buljongeluering.
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Totalt tre isolat blev falskt resistenta med Superpolymyxin. Tva av isolaten hade MIC-vérden
pa 1 mg/l och ett isolat 2 mg/l. Tvé av isolaten som gett diskrepanta resultat med
Superpolymyxin blev dven falskt resistenta med Rapid polymyxin NP och MIC-vérdena var

1 mg/l samt 2 mg/l. Inga falskt kinsliga isolat noterades med varken Superpolymyxin eller
Rapid polymyxin NP. For Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP berdknades
specificiteten till 92 % respektive 94 % (figur 10B-C). Sensitiviteten berdknades 1 bada fallen
till 100 %.

Kontrollstammarna E. coli NCTC 13846 (R, MIC 4 mg/l) och K. pneumoniae ATCC 700603
(S, MIC 1 mg/l) klassificerades som resistenta och E. coli ATCC 25922 (S, MIC 0,25 mg/l)
som kénslig med Superpolymyxin. Rapid polymyxin NP klassificerade E. coli NCTC 13846
(R) som resistent och E. coli ATCC 25922 (S) samt K. pneumoniae ATCC 700603 (S) som
kansliga.

A Buljongspadning
MIC <2 4 >4
Buljong- <2 35 3 2
eluering 4 1 7 2
>4 2 5
B Buljongspadning C Buljongspadning
MiC <2 >2 Rapid Mic <2 >2
Super- .
polymyxin <2 33 polymyxin <2 34
>2 3 21 NP >2 2 21

Figur 10: Jaimforelse mellan buljongspadningsmetoden och A) buljongeluering fran kolistindiskar, B) Superpolymyxin och
C) Rapid polymyxin NP. Rutor skuggade med gratt representerar total dverensstimmelse mellan metoderna.

3.3 Diskdiffusionsmetoden

EUCAST har 1 dagsldget inga brytpunkter for kolistin och 1 figur 11 jaimf6rs uppmaitta
zondiametrar med kategoriseringsresultatet frn referensmetoden. For 10 pg-disken
berdknades zondiameterns medelvérde + standardavvikelse till 17 + 1 mm {6r kénsliga och
13 £ 2 mm for resistenta isolat. Motsvarande siffror for 50 pg-disk berdknades till 20 £ 1 mm
respektive 17 + 1 mm. Skillnaden 1 zonstorlek mellan resistenta och kinsliga isolat var
statistiskt signifikant (p<0,0001) for bada diskarna (t-test).
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Figur 11: Uppmiitta zondiametrar fran diskdiffusionsmetoden fordelat efter bakterieslékte. Isolaten &r firgade efter resultat
fran resistensbestimning med buljongspadningsmetoden dir resistenta isolat dr roda och kénsliga grona. Horisontella linjer
representerar foreslagen brytpunkt. Resultaten &r separerade efter kolistindiskens innehall dér A) 10 pg och B) 50 pg.

Korrelationsanalys (Pearson) mellan MIC-vérdena frén referensmetoden och uppmétta
zondiametrar resulterade i r-virde om -0,7642 respektive -0,6855 (figur 12).

A-10 ug B - 50 ug
30+
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& g
7] Q 204
5 5
T -]
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LOG2 MIC mgl/l LOG2 MIC mg/l

Figur 12: Uppmatta zondiametrar fran diskdiffusionsmetoden beroende av Log2 MIC fran buljongspadningsmetoden.
Vertikal linje representerar brytpunkten vid buljongspadningsmetoden och horisontell linje representerar foreslagen
brytpunkt for diskdiffusionsmetoden. I figuren framgar dven korrelationskoefficienten (r). Graferna 4r separerade efter
kolistindiskméngden dér A) 10 ug och B) 50 pg.

Utifrén de erhallna resultaten kontrollerades vilken specificitet och sensitivitet
screeningbrytpunkter pd S > 16 mm, R < 16 mm (10 pg) respektive S > 19 mm, R <19 mm
(50 pg) (figur 11 och 12, horisontell streckad linje) skulle innebéra. For diskinnehéllet 10 pg
berdknades specificiteten till 83 % och sensitiviteten till 100 %. Diskinnehallet 50 pg hade
specificitet pa 89 % och sensitivitet pa 86 % (figur 13).
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Av isolaten med diskrepanta resultat mot referensmetoden vid diskinnehéllet 10 pg (n=6) och
50 pg (n=7) noterades fyra isolat vara samma och samtliga kategoriserades som falskt
resistenta med MIC 0,5 mg/l (n=3) och 2 mg/l (n=1). Vid jamforelse av dessa nio diskrepanta
isolat med 6vriga metoder noterades tva uppvisa diskrepans vid fler metoder (COL4 och
COL9%4).

A Buljongspadning B Buljongspadning
Diskdiffusion S R Diskdiffusion S R
10 S 30 50 S 32 3
He R 6 21 He R 4 18

Figur 13: Jimforelse mellan buljongspddningsmetoden och diskdiffusionsmetoden. A) Diskinnehallet 10 pg med foreslagen
brytpunkt S > 16 mm och R < 16 mm. B) Diskinnehallet 50 ug med foreslagen brytpunkt S > 19 mm och R <19 mm.

Zondiametern for den resistenta kontrollstammen E. coli NCTC 13846 uppmiittes till 13 mm
(10 pg) och 18 mm (50 pg), vilket tolkats som resistent med nya screeningbrytpunkterna.
Zondiametern kring E. coli ATCC 25922 (S) uppmittes till 16 mm (10 pg) och 20 mm

(50 pg) och tolkas som kénslig med screeningbrytpunkterna. Slutligen uppméittes K.
pneumoniae ATCC 700603 (S) till 15 mm (10 pg) och 18 mm (50 pg), och isolatet tolkas
som resistent med foreslagna brytpunkter.

3.4 Resistensmekanismer

Resistensmekanismer 1 form av mcr-1, mcr-3 och mgrB-trunkering fanns hos 16 av de 57
helgenomsekvenserade isolaten och hos resterande isolat noterades inga resistensalleler
(mcr och mgrB). Tio av isolaten med kédnd genetisk bakgrund till resistensmekanismer
klassificerades med samtliga metoder som resistenta. I ett fall detekterade ingen metod
resistensmekanismen (COL72) och hos resterande fem isolat varierade resultaten med
metoderna. | tabell 11 presenteras resultaten fran de 16 isolat med kénd genetisk bakgrund
samt isolat med diskrepanta resultat utan kidnd resistensmekanism.
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Tabell II: Jimforelse av kategoriseringsresultat fran screeningmetoderna (buljongeluering, Rapid polymyxin och
Superpolymyxin) och MIC-virde (mg/l) fran referensmetoden. A) Isolat med &verensstimmande resultat med kidnda
genetiska resistensmekanismer. B) Isolat med diskrepanta resultat med kénda genetiska resistensmekanismer.

C) Isolat med diskrepanta resultat utan kinda resistensmekanismer (mcr och mgrB).

Isolat Art Buljor\g- po?jlzifxin Super-. Bt{ljm?g- Resist.ens-
eluering NP polymyxin | spadning mekanismer
A - Isolat med 6verensstammande resultat med kanda resistensmekanismer
COL13 | E. coli R R R 4 mcr-1
COL18 | E. coli R R R 4 mcr-1 & mcr-3
COL19 | K. pneumoniae R R R 8 mcr-1
COL22 | E. coli R R R 4 mcr-1
COL23 | E. coli R R R 4 mcr-1
COL24 | E. coli R R R 4 mcr-1
COL26 | E. coli R R R 4 mcr-1
COL32 | K. pneumoniae R R R 16 mgrB
COL36 | K. pneumoniae R R R 4 mgrB
COL38 | K. pneumoniae R R R 4 mgrB
COL72 | K. pneumoniae S S S 0,5 mgrB

B - Isolat med diskrepanta resultat med kdnda resistensmekanismer

coLd |(E. coli S R R 4 mcr-1
COL15 | K. pneumoniae S S R 1 mgrB
COL21 | E. coli S R R 4 mcr-1
COL25 (E. coli S R R 4 mcr-1
COL74 | K. pneumoniae S R R 1 mgrB

C - Isolat med diskrepanta resultat utan kdnda resistensmekanismer (mcr & mgrB)

COL2 |K. pneumoniae S R R 8 -
COL33 | K. pneumoniae S R R 16 -
COL78 |E. coli R S S 0,5 -
COL94 | K. pneumoniae S R R 2 -
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4 DISKUSSION
4.1 Arbetets utformning

Syftet med arbetet var att utvérdera fyra screeningmetoder for identifiering av
kolistinresistens och av de analyserade isolaten var totalt 37 % resistenta mot kolistin med
varierande MIC-virde. Vissa av isolaten hade kédnda resistensalleler (mcr-1, mcr-3 och
mgrB-trunkering). Den analyserade kollektionen med bakterier var designad for att kunna
hitta svagheter i metoderna genom béde stor spannvidd i MIC-viarden och flera isolat omkring
brytpunkterna. Om en kollektion med endast vitt skilda MIC-virden analyserats hade
formodligen samtliga metoder presterat béttre.

Nagonting som dr vért att notera ar att prevalensen kolistinresistens hos Enterobacterales dr
extremt lag 1 Sverige. Fram till november 2018 hade mcr-genen identifierats i totalt tolv
kliniska E. coli-isolat. For att folja utvecklingen av kolistinresistenta Enterobacterales har
Folkhdlsomyndigheten ett mikrobiellt 6vervakningsprogram dir mcr-status for kliniska isolat
undersoks (29).

Niér arbetet planerades gjordes en avviagning mellan att analysera ménga isolat en gang, eller
analysera ett farre antal isolat 1 triplikat, och det forstndimnda valdes. Detta eftersom det gar
argumentera for att samtliga kénsliga isolat tillhor vildtyp, och nir ett stort antal kiansliga
isolat analyserats har séledes replikat av vildtypen utforts. Dessutom &r det i detta fall
viktigare med specificitet/sensitivitet inom vildtyp dn hég precision vid upprepade forsok pa
samma isolat. I fall dar tekniska problem noterats genomfordes omanalys for att sékerstélla
resultatet.

4.2 Buljongspidning

Buljongspidning &r referensmetoden for kolistinresistensbestimning, men metoden &r
dessviérre inte helt problemfri utan kantas av problem sasom adhesion till plast, samt
svarigheter vid den subjektiva och komplexa avldsningen. Som ett resultat av detta godtas en
differens pa + ett spadningssteg vid avldsningen. Detta tydliggdr osdkerheten 1 metoden och
det gér ifragasitta om metoden verkligen ger biasta mojliga facit. Dessvirre finns inga bittre
alternativ 1 dagsléget och antalet kommersiella alternativa metoder pa marknaden okar.

For att sdkerstélla resultaten ytterligare applicerades kontroller pa samtliga analyserade

buljongspadningsplattor. Samtliga kontroller blev godkédnda eftersom en differens pd + ett
spadningssteg godtas. Darmed &r ett sa bra referensresultat som mojligt sékerstéllt.
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4.3 Buljongeluering frin kolistindiskar

Metoden buljongeluering fran kolistindiskar hade en specificitet pd 97 % och sensitivitet pa
76 % (figur 10). Metoden uppvisar hog specificitet och kan av den anledningen antas vara
tillforlitlig eftersom isolat som klassificeras som resistenta med metoden dr sant resistenta.
Dessvirre dr sensitiviteten ldgre, vilket medfor att metoden inte gar anvdnda som
screeningmetod eftersom antalet falskt kénsliga dr hog. Felkillor som kan ha péaverkat
resultatet dr att homogenitet i1 réren inte kunde sédkerstéllas eftersom otdta lock anvindes.
Dessutom kan méingden eluerad kolistin inte faststillas vilket direkt pdverkar resultatet.

I tidigare studier har hog dverensstimmelse mot referensmetoden presenterats for
buljongeluering (24, 30), till skillnad frin 1 detta arbete. I en forsta studie med 172 isolat
faststélldes den kategoriska dverensstimmelsen mellan buljongeluering och referensmetoden
till 98 %. Dessvérre hade metoden problem att identifiera isolat med mcr-genen och
detekterade endast dessa 1 50 % av fallen (n=6). I studien anvidndes koncentrationerna 1 mg/l,
2 mg/1 och 4 mg/1 och for isolat som resistensbestdms till MIC 2 mg/l med metoden
rekommenderas konfirmation med referensmetoden (24). I en efterfoljande studie
inkluderades endast isolat med reproducerbara MIC-vérden och inga upprepade tekniska
problem accepterades. Den kategoriska dverensstimmelsen for Enterobacterales var 98,6 %
(n=348) och 2,5 % klassificerades som falskt kinsliga (n=5). Baserat pa resultaten i denna
studie godkdnde CLSI metoden provisoriskt 1 juni 2019 {6r kolistinresistensbestdmning av
Enterobacterales och P. aeruginosa (30).

Att hog andel verensstimmelse har presenterats 1 tidigare studier kan grunda sig pa urvalet
av analyserade isolat. I den forsta studien presenteras MIC-vérden for 110 av isolaten, och
99 av dessa var < 1 mg/l, 2 var 2 mg/l och endast 9 isolat hade ett MIC-virde pa > 4 mg/I.
Att analysera bibliotek med vitt skilda MIC-védrden utmanar inte metoden, och av den
anledningen kan resultaten vid forsta anblick verka palitliga. Vid analys av isolat med
mcr-genen blev dverensstimmelsen daremot ldgre, vilket vidare styrks av resultatet i detta
arbete. I den andra studien noterades att fyra av fem E. coli med mcr-genen blivit
felkategoriserade, vilket aterigen tydliggor att metoden har svart att identifiera dessa isolat.

Vid analys av kontrollstammarna klassificerades samtliga isolat som kdnsliga med
buljongeluering, dven den resistenta stammen E. coli NCTC 13846 (MIC 4 mg/l). Detta
indikerar att metoden har svart att klassificera isolat nédra brytpunkten. Att en metod bedémer
isolat som falskt kénsliga ar det allvarligaste felet vid resistensbestimning eftersom patienten
mojligen skulle behandlas med ett overksamt preparat.
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4.4 Superpolymyxin

Superpolymyxin dr en screeningmetod dér bakteriesuspension inokuleras pé selektiva
agarplattor dér endast kolistinresistenta isolat kan tillvidxa. Specificiteten berdknades till 92 %
och sensitiviteten till 100 %. Isolaten som blev kategoriserade som falskt resistenta med
metoden hade MIC-vérden pé 1 mg/l respektive 2 mg/l, vilket ligger néra brytpunkten.
Majoriteten av vildtypens MIC ligger inom intervallet 0,25-0,5 mg/l, och MIC-virde pé

1 mg/l respektive 2 mg/l kan indikera pa svag forvérvad resistens. Det viktigaste for en
screeningmetod &r att finga resistens, vilket denna metod gor. Att tre isolat med forhojt MIC
kategoriseras som falskt resistenta dr ddrmed inget problem utan indikerar pad metodens hoga
sensitivitet. Dessutom anvénds inte screeningmetoder for resistensbestimning, utan vid
positivt screeningresultat utfors referensmetoden for att faststilla MIC-vérdet.

Vid analys av kontrollerna noterades diskrepans mot buljongspadningsmetoden endast for
isolatet K. pneumoniae ATCC 700603. Med buljongspddningsmetoden faststilldes
MIC-virdet till 1 mg/1 (S) och Superpolymyxin klassificerade isolatet som resistent.
MIC-virdet dr forhojt 1 forhallande till vildtypens, och resultatet dr dirmed inte forvanande
med tanke pa metodens kénslighet.

Felkéllor vid metoden skulle kunna vara kontamination mellan plattorna vid utférandet av
metoden. Dessutom kan slumpvis forviarvade mutationer i1 inokulatet resultera 1 tillviaxt av
enskilda kolonier pé agarplattan. Vid eventuell mutation kommer dock enstaka kolonier att
tillvidxa och inte jamnt tdcka plattan, vilket sdrskiljs fran ett positivt screeningresultat.

I en tidigare studie undersoktes 235 isolat av olika bakterieslédkten. Av dessa var 36 E. coli
och 44 K. pneumoniae tillhorande bada kénslighetskategorierna. Resistensmekanismerna hos
isolaten var av bade plasmid- och kromosommedierad karaktédr och 100 % kategorisk
Overensstimmelse uppmattes. I artikeln noterades det att samtliga isolat med plasmidmedierad
resistens upptécktes efter 24 timmar, och ett K. pneumoniae-isolat med mutationer i mgrB
upptécktes forst efter 48 timmar (7). I detta arbete noterades positiv screening for 34 av
isolaten efter inkubering 1 24 timmar, och efter 48 timmar uppkom ytterligare tva positiva
resultat. De tva sistnimnda isolaten hade bada mgrB-trunkeringar (COL15 och COL74).

4.5 Rapid polymyxin NP

Rapid polymyxin NP &r ytterligare en screeningmetod for kolistinresistens som grundar sig pé
fargforandring efter inokulering 1 ett fardigt kit. Felkategorisering noterades endast for tva
isolat med MIC 1 mg/l och 2 mg/l, och dessa kategoriserades ocksa felaktigt med
Superpolymyxin. Specificiteten berdknades till 94 % och sensitiviteten till 100 %, vilket
ocksa ar likvirdigt med Superpolymyxin. Till f6ljd av den hdga sensitiviteten och
specificiteten kan metoden fungera som en screeningmetod och endast isolat med faktiskt
forhojt MIC kommer falla ut och kriva vidare analys med referensmetoden. Vid analys av
kontrollerna noterades kategorisk dverensstimmelse med buljongspiddningsmetoden och inga
diskrepanser.
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Vid en tidigare studie undersoktes 200 isolat av olika bakterieslikten och varierande
resistensmekanismer. Specificiteten uppmattes till 95,4 % och sensitiviteten till 99,3 %, och
totalt tre kinsliga isolat med MIC pa 1-2 mg/1 gav falskt positiva resultat. Vidare gav ett
resistent isolat med MIC pé 8 mg/I falskt negativt resultat. Fordelar med metoden noteras vara
enkelheten, tidsatgangen, kédnsligheten samt specificiteten (26). Resultaten fran tidigare studie
Overensstimmer bra med detta arbete. En skillnad &r att inga falskt kénsliga isolat
detekterades.

4.6 Diskdiffusion

Vid utforandet av diskdiffusionsmetoden mattes zondiametrarna kring tva kolistindiskar med
mangderna 10 pg respektive 50 pg. Den signifikanta skillnaden i zonstorlek mellan kénsliga
och resistenta isolat for bdda méngderna indikerar faktisk skillnad pd gruppniva mellan
kénslighetskategorierna. Dessvérre dr upplosningen mellan grupperna inte tydlig nog for
kliniska brytpunkter, men screeningbrytpunkter skulle kunna inféras. Diskinnehallet 10 pg
noteras prestera battre med hiansyn till r-virde samt specificitets- och sensitivitetsberdkningar.
Detta skulle kunna orsakas av att ndr mangden kolistin 1 disken &r hogre mérks skillnaderna 1
diffusion tydligare. Framsta felkéllan vid denna metod ar framforallt att kolistin diffunderar
daligt 1 agar. Anvdndning av pordsare agar skulle eventuellt kunna forbattra diffusionen och
prestationen 1 metoden.

Som screeningmetod skulle diskdiffusionsmetoden kunna fungera bra eftersom sensitiviteten
vid diskinnehédllet 10 pg berdknades till 100 %. Vidare eftersom prevalensen kolistinresistens
ar lag 1 Sverige skulle metoden fylla ett syfte eftersom endast ett fatal isolat forvéntas vara
resistenta. Tyvirr finns det ingen tydlig korrelation mellan vilka isolat som far en liten
zondiameter och deras MIC-virde. | figur 12A ses isolat med MIC 0,25 mg/l, 0,5 mg/l och

2 mg/l med liten zondiameter. Skulle denna metod anvdndas som screeningmetod innebér
detta att manga isolat med laga MIC kan fa liten zondiameter. Den laga specificiteten (83 %)
kan ddrmed leda till att ett storre antal isolat faller ut for vidare testning, detta trots ett faktiskt
MIC-virde pa 0,25 mg/l. I sadana fall fyller metoden inte nagot syfte eftersom for fé isolat
forkastas som troligt kénsliga.

Tidigare studier har ocksa visat att diskdiffusionsmetoden ger hoga felnivaer och
felkategoriseringar. Resultaten har dven visat sig ha lag reproducerbarhet vilket stiller till det
ytterligare (31), vilket inte undersoktes 1 detta arbete. Dessutom har det visats att det inte finns
nagra bra kliniska brytpunkter eftersom skillnaden i zondiameter mellan kénsliga och
resistenta isolat &r minimal (32), vilket dven styrks 1 detta arbete.
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4.7 Genetiska forklaringar

Diskrepanta resultat noterades for flera isolat, bdde med och utan kéinda resistensalleler
(tabell IT). COL72 ér ett isolat som klassificerades som kénsligt med samtliga utférda
metoder, trots en kdnd mutation 1 mgrB-genen. Vid vidare analys av genomsekvensen
noterades dven aminosyresubstitution 1 phoQ-genen (N253T). I en tidigare studie beskrevs
hur samma mutation kan neutralisera trunkeringen i mgrB sa att isolatet dterfar kénsligheten
for antibiotikumet (33), vilket stimmer vil 6verens med det aktuella resultatet.

Fortsittningsvis noterades diskrepanta resultat for tva isolat med mgrB-trunkering

(COL15 och COL74, tabell 1IB). Genomiskt skiljer isolaten endast med négra enstaka baspar
och kan ddrmed antas hirstamma frdn samma klon. Av den anledningen borde isolaten ge
samma resultat, men Rapid polymyxin NP klassificerar endast COL74 som resistent. Detta
kan bero pa att metoderna inte har 100 % reproducerbarhet, men ytterligare upprepningar
genomfordes inte. Att bdda isolaten klassificeras som resistenta med Superpolymyxin kan
grundas pa ett forhojt MIC fran vildtypen, vilket det har argumenterats for tidigare 1 detta
arbete.

I tabell IIB presenteras dven tre isolat med diskrepanta resultat for enbart buljongeluering
(COL4, COL21 och COL25). Metoden har klassificerat isolaten som falskt kénsliga trots att
samtliga bar pa mcr-1. Klassificeringsproblematiken har ocksa noterats i en tidigare studie dar
50 % av isolaten med mcr-genen klassificerades som kénsliga (24). Att metoden misslyckas
med klassificeringen kan bero pa att MIC ligger pa 4 mg/1 for samtliga, vilket ar precis vid
brytpunkten. Vidare skulle metodens bristfdlliga sensitivitet kunna béra forklaringen till att
1solaten COL2 och COL33 klassificeras som falskt kénsliga trots MIC pa 8 mg/l respektive

16 mg/I.

Utover ovanstaende forklaring noterades dessutom missténkt heteroresistens for COL2 vid
utforandet av buljongspadningsmetoden. I samtliga brunnar med antibiotikakoncentration upp
till 2 mg/1 blev pelleten stor, och vid 4 mg/l upptiacktes endast en liten pellet. Detta resulterade
1 att isolatet klassificerades som resistent med MIC 8 mg/l. P4 grund av tillvixtmonstret gér
det anta att den storre andelen av populationen har MIC pa 4 mg/l, medan en subpopulation
har MIC 8 mg/l. Upprepade forsok utfordes pa isolatet dar fenomenet noterades 4 av 5 ganger.
Eftersom endast en subpopulation antogs ha kraftigt forhéjt MIC kan detta kopplas till
buljongelueringens diskrepanta resultat.

Ett isolat som endast klassificeras som resistent med buljongelueringen &r COL78 (tabell I11C).
Genomiskt noteras nagra basparssubstitutioner i phoP-phoQ samt pmrA-pmrB men
forandringarna predikteras som funktionellt neutrala. Dock ar det osdkert om fordndringarna
orsakar en verklig resistensutveckling hos isolatet, eller om diskrepansen orsakas av metodens
osdkerhet, men troligen det sistnimnda.

Slutligen klassificerades COL94 som resistent med Superpolymyxin och Rapid polymyxin
NP (tabell 1IC). Isolatet har ett MIC péd 2 mg/I och inga kénda varianter av mcr eller mgrB
som kopplas till resistens. Daremot har isolatet fordndringar 1 crrB och pmrA som resulterar i
aminosyresubstitution. Fordndringarna bedoms eventuellt kunna paverka funktionen, vilket
kan vara en orsak till ett positivt screeningresultat. I en tidigare studie padvisades mutationer i
crrB orsaka minskad kinslighet mot kolistin och ddrmed vara ytterligare en
resistensmekanism hos K. pneumoniae (34). Utdver resultaten fran helgenomsekvenseringen
ar MIC forho;jt 1 forhéllande till vildtypen, vilket kan vara ytterligare en orsak till resultatet.
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4.8 Ekonomi och héillbarhet

Det gér ocksa att jimfora metoderna ur ett ekonomiskt och héllbarhetsméssigt perspektiv. Att
genomfora buljongspddningsmetoden kostar ungefar 180 kronor per platta for 8 isolat.
Buljongeluering frin kolistindiskar och diskdiffusionsmetoden kostar bdda knappt 20 kronor
per isolat. Att utfora Superpolymyxin kostar omkring 70 kronor per isolat och slutligen kostar
Rapid polymyxin NP cirka 215 kronor per isolat.

Om screeningmetoderna hade gett likvardiga resultat hade antingen buljongeluering eller
diskdiffusion varit det sjdlvklara valet ur ett ekonomiskt perspektiv. Dessvirre haller inte
buljongelueringen tillrdckligt hog kvalitet pa grund av det hoga antalet falskt kinsliga isolat.
Diskdiffusionsmetoden hade kunnat varit ett bra alternativ som screeningmetod eftersom det
dessutom finns statistiskt signifikant skillnad mellan resistenta och kénsliga isolat. Metoden ar
mycket billigare &n badde Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP, och kostnaderna for
extraanalys med referensmetoden hade eventuellt tjanats in i1 ldngden. Dessvirre ar
korrelationen mellan MIC och zondiameter for 14g, liksom metodens specificitet. Utover detta
avrader EUCAST frdn anvindandet av diskdiffusionsmetoden, vilket dr ytterligare en orsak
att inte anvinda metoden ens som screeningmetod.

Vid jamforelse mellan metoderna Superpolymyxin och Rapid polymyxin NP noteras inga
storre skillnader resultatméssigt. Daremot ar tidsaspekten viktig diar Rapid polymyxin NP ger
resultat senast efter 3 timmar, och Superpolymyxin tidigast efter 24 timmar. Om metoderna
sedan jamfors forpacknings- och héllbarhetsmassigt finns det ytterligare som skiljer dem ét.
Superpolymyxin kdps in 1 pack om 20 tester och dessa dr sedan fordelade 1 tva
plastforpackningar. Nér en forpackning om tio tester har Gppnats dr dessa plattor hallbara 1
upp till en vecka. Eftersom prevalensen kolistinresistens dr véldigt 1&g 1 Sverige idag innebér
det att det sannolikt inte behdvs tio analyser inom en vecka, och resterande plattor méste
slangas. Rapid polymyxin NP kops didremot in 1 pack om tio tester, men varje test dr sedan
singelforpackat och héllbarheten paverkas ddrmed inte av 6ppnandet av lddan. Siledes blir
metoden mer kostnads- och hallbarhetseffektiv trots hogre styckpris.

S SLUTSATS

Efter analys av totalt 57 isolat och tre kontrollstammar med fem metoder kan det konstateras
att metodernas specificitet och sensitivitet skiljer sig &t. Med hénsyn till befintlig prevalens
kolistinresistens 1 Sverige dras slutsatsen att Rapid polymyxin NP &r bésta alternativet som
screeningmetod. Detta eftersom metoden dr palitlig med hog specificitet (94 %) och
sensitivitet (100 %), samt dr kostnads-, tids- och hallbarhetseffektiv.
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