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Forord

Forord

Det 29. Strategimpte i regi av Referansegruppen for eksterne kvalitetsvurderinger i bakteriologi,
mykologi og parasittologi handlet om ”Bakteriologisk fecesdiagnostikk” og ble avholdt 30.10.2015 i
Oslo. Pa mgtet deltok 51 representanter fra landets medisinsk-mikrobiologiske laboratorier.

Ansvarlig programkomité, som ogsa har ferdigstilt denne avsluttende rapporten, var Astrid Louise
Wester (leder), Heidi Cecilie Villmones og Trygve Tjade.

Rapporten inneholder en innledende og oppsummerende del som til dels er fgrt i pennen av
programkommiteen i forstaelse med forfatterene av innleggene, til dels av forfatterene av innleggene,
i tillegg gjengis et giennomarbeidet sammendrag av forelesernes innlegg med referanser som ble sendt
ut til alle deltakere i forkant av mgtet.

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

Oslo, 12.07.2017

For Referansegruppen

Martin Steinbakk
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Program

Innleder

10:00 Velkommen og innledning (Dag Harald Skutlaberg, leder Ref-gruppen)
Del 1: Generelt (mgteleder Astrid Wester)
10:05 Prgvetaking: Kan feces erstattes med rectalprgve?
10:20 Kan ett transportmedium dekke alle behov? Truls Leegaard
10:35 Utvalg av tester/agens
10:50 D(.at.aljerln.gsgrad av identifikasjon — hva trenger Astrid L Wester
kliniker, vi selv og andre?
11:00 Automatisert identifikasjon — pitfalls
e Maldi-tof André Ingebretsen
e Phoenix Reidar Hjetland
11:20-11:30 | Benstrekk
DEL 2: Dykningsbasert diagnostikk (mgteleder Heidi Vilmones)
11:30 Screening og seleksjon av
e Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter
e EHEC/STEC Dag Harald Skutlaberg
e Andre tarmpatogene E. coli
e Andre agens (Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas)
11:50 ReS|stenstest|r:g —.Gjennomf¢res pa hvilke? Arnfinn Sundsfjord
Rapporteres pa hvilke?
12:05-12:50 | LUNCH
DEL 3: Nukleinsyrebasert screeningdiagnostikk (mgteleder Trygve Tjade)
12:50 Funn ved bred PCR-screening vs. dyrkning Truls Leegaard mfl
13:00 MSIS meldingskriterier Solveig Jore
13:15 E. coli-diagnostikk:
- Gradert smittevernrespons EHEC/STEC? Astrid L. Wester
- 2011-revidert E. coli kapittel — behov for nye
endringer? Astrid L. Wester
- eae alene positive prgver — handtering i lab. Nils 0. Hermansen
14:15-14:35 | Kaffe med noggo attat
14:35 Metodologiske utfordringer Jan Egil Afset
14:50 Dyrkning av PCR-positive prgver Peter Gaustad
15:05 Kontrollprgver: Dyrkning, PCR eller begge deler? Jan Egil Afset
15:20 Hvilket dlaghostlsli niva bgr prlmaerlab.oratorlet ha Astrid L. Wester
vs. hva bgr ligge pa referanselaboratoriet?
15:55 Oppsummering, avslutning (Dag Harald Skutlaberg)
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Forkortelser

KORT SAMMENDRAG OG ANBEFALINGER
Oversikt over benyttede forkortelser

Tabell 1. Forkortelser

Forkortelse Betydning

aEPEC Atypiske EPEC. EPEC som mangler bfp-gen

bfp gen Bundle forming pilus gen

CCDA Charcoal-Cefoperazone-Desoxycholat-Agar. Selektiv dyrkningsskal for
Campylobacter, Arcobacter

CIN Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin. Selektiv dyrkningsskal for Yersinia.

CT-SMAC Sorbitol MacConkey med cefixime og tellurit. Selektiv dyrkningsskal for
sorbitolfermenterende EHEC.

CT-verdi Ved utfgrelse av real-time PCR, stedet hvor reaksjonskurven krysser terskellinjen.
Stedet viser antall sykler som er ngdvendig for a fa et positivt signal fra prgven.

eae E. coli attachment effacement gene, gen for intimin adheranse protein

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control

EFSA European Food Safety Authority

EHEC Enterohemorrhagiske E. coli

EHEC-LST EHEC som har mistet sine toksin-gener

EIEC Enteroivasive E. coli

EMA European Medicines Agency

EPEC Enteropatogene E. coli

ETEC Enterotoksigene E. coli

HUS Hemolytisk-uremisk syndrom (med nyresvikt)

LSuU Laktose sukrose urea. Selektiv dyrkningsskal for Salmonella og Shigella/EIEC,
Aeromonas, Plesiomonas

Lt gen Varme-labilt enterotoksin gen

MAC MacConkey. Dyrkningsskal for tarmpatogene bakterier, ikke Campylobacter og
noen V. cholerae serotype O1.

NAAT Nucleic Acid Amplification Test. PCR eller annen molekyleer metode med
amplifikasjonstrinn

SF Sorbitolfermenterende

SMAC Sorbitol MacConkey. Semi-elektiv dyrkningsskal for sorbitolfermenterende EHEC

SSI-Enteric Statens Serum Institutts selektive skal for Salmonella, Shigella/EIEC, Aeromonas,
Plesiomonas

St gen Varme-stabilt enterotoksin gen

STEC Shigatoksinproduserende E. coli

Stx1 gen Shiga toksin 1 gen

Stx2 gen Shiga toksin 2 gen

TCBS Thiosulfat Citrate Bile Salt Sucrose. Selektiv dyrkningsskal for Vibrio, Aeromonas og
Plesiomonas

tEPEC Typiske EPEC. EPEC som har bade eae og bfp gen som til sammen koder for et
sykdomsfremkallende protein

XLD Xylose lysin desoxycholat agar. Selektiv dyrkningsskal for Salmonella og
Shigella/EIEC




Anbefalinger: prgvetaking og transport

Prgvetakning og transport - inklusive valg av transportmedium

Prgvetaking: rektalpensel versus fecesprgve

Rektalprgve vil ha klare fordeler fremfor en fecesprgve. Den kan tas pa et legekontor eller i en seng i sykehus
(gkt frekvens av levert prgve nar indisert, raskere forsendelse til laboratorium) og gir enklere
prevebehandling og standardisering av videre prosesser. | tillegg kan man anfgre at slik prgve er enklere a ta
og enklere & prosessere i laboratoriet. For PCR-pavisning av tarmpatogene bakterier synes rektalprgve a
vaere like bra som fecesprgve, men dokumentasjonen for at dyrkningen gar like bra, er mer usikker. Rent
vitenskapelig er det derfor ikke godt nok grunnlag til 8 endre praksis, og optimalt sett bgr en studie designes
hvor man sammenlikner den diagnostiske sensitiviteten ved bruk av to prgvematerialer. Imidlertid anses
fordelene ved rektalprgve likevel sa tungveiende at det apnes for fglgende pragmatiske holdning:
Fecesprgve er eneste prgvemateriale som har god vitenskapelig dokumentasjon for bade dyrkningsbasert
og PCR-basert feces-diagnostikk, inklusive dyrkning fra PCR-positive prgver. Imidlertid fgrer
totalvurderingen av praktiske hensyn og gode erfaringer med bruk av rektalpensel til at rektalpensel med
synlig avfgring likestilles med feces-prove.

Transportmedier

Vitenskapelig dokumentasjon for at det er betydningsfull forskjell pa de ulike tilgjengelige transportmediene
er sparsom, men det som fins, tyder pa at ulike feces-transportmedier, gitt optimale
transportforutsetninger, fungerer like godt. Erfaring tilsier at Cary Blair, modifisert Cary-Blair og flytende
Amies (eks. FecalSwab eller ESwab) er gode. For mikroskopi med hensyn pa parasitter trengs fortsatt feces
uten tilsetning eller med preserveringsmiddel (f. eks formalin).

Anbefaling: Cary Blair, modifisert Cary Blair og flytende Amies medium kan benyttes bade til dyrkning av
bakterier og PCR-papvisning av bakterier, virus og parasitter. For direkte mikroskopi med hensyn pa
parasitter ma man fortsatt benytte feces uten tilsetning. Merk at tillaging av (permanent) fargede
preparater krever preserveringsmiddel (varierer med fargemetode).



Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Diagnostikk av tarmpatogene bakterier - metodevalg og paneler

| en arrekke har norske medisinsk-mikrobiologiske laboratorier utfgrt dyrkningsbaserte analyser med
hensyn pa tarmpatogene bakterier. Smittevernrad er basert pa resultater funnet ved denne metoden. Flere
laboratorier har i Igpet av de siste arene gatt over til bred PCR-basert diagnostikk, som ogsa inkluderer
tarmparasitter og virus. Det fins kommersielle kit, noen benytter in-house PCR-metoder, og utvalget av
markgr-gener varierer. Begrunnelsene for et slikt skifte i metodeplattform har vaert en kombinasjon av
antatt gkt sensitivitet for flere agens, raskere pavisning, mindre hands-on tid per prgve i laboratoriet. | tillegg
apner dette for en mer malrettet dyrkning (av PCR-positive prgver). Beregninger utfgrt ved noen av de stgrre
laboratoriene viser at totalkostnaden ved de to strategiene er omtrent pa samme niva. Sensitiviteten for
pavisning av virus og parasitter med nukleinsyretester er antakelig svaert mye hgyere enn proteinbaserte
tester for virus eller mikroskopi av tarmparasitter. Samlet taler dette for at alle laboratorier bgr basere seg
pa en bred PCR-basert diagnostikk med pafglgende malrettet dyrkning av bakterier for identifikasjon og
folkehelserettede analyser ved PCR-postivt resultat.

Betydning av kliniske opplysninger

Ved dyrkningsbasert diagnostikk kan det vaere hensiktsmessig a etablere ulike prgve-pakker avhengig av
klinisk sykdomsbilde og alder. Ved PCR-basert diagnostikk er dette mindre hensiktsmessig.
Reiseinformasjon, immunstatus og utbruddssituasjon vil alltid veere av betydning da dette kan fordre
utvidede undersgkelser som ikke inngar i standard-panel. Se nedenfor.

Standardpanel ved bred PCR-basert diagnostikk av tarmpatogene bakterier.

Utvalget av agens-markgrer inkludert i kommersielle kit og i in-house PCR tar sikte pa a dekke de vanligst
forekommende agens. Nar det gjelder ETEC, er det forelgpig bare noen fa laboratorier som har inkludert
markgrer for denne bakterien. | forrige strategirapport ble ETEC omtalt som lite aktuell 3 teste for. Miljget
apner na for diagnostikk ogsa av ETEC, kanskje spesielt ved utbruddsoppklaring og hos immunsvekkede
pasienter med diaré hvor gvrige undersgkelser er negative.

Tabell 2. Standardpanel ved bred PCR-basert diagnostikk
Bakterier Virus Parasitter

Campylobacter Norovirus Cryptosporidier

Salmonella Sapovirus Giardia lamblia

Shigella/EIEC Rotavirus Entamoeba histolytica

Yersinia Adenovirus

EHEC

EPEC

ETEC

Det ble ikke full enighet om dette bgr rekvireres som 3 separate analysepakker (bakterier, virus og
parasitter) og som rekvirenten velger mellom, eller om alle de 3 «pakkene» alltid bgr settes opp.

Mange mente at man ikke bgr lete etter protozoer av usikker patogen betydning. Ved en slik strategi vil
mikroskopi bare vaere indisert nar det spgrres etter andre sykdomfremkallende protozoer enn de som
omfattes av PCR-analyse, og ved klinikk som gir mistanke om infeksjon med helminter.



Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Standardpanel ved dyrkningsbasert diagnostikk
e Campylobacter
e Salmonella
e Shigella
e Yersinia
Indikasjon og metodevalg for undersgkelse pa EHEC og EPEC, se eget kapittel.

Panel ved reiser til tropiske/sub-tropiske omrader
Reise til tropisk omrade med tilknytning til sjg (bading, inntak av sjgmat). Vurdere tillegg av:
e Vibrio cholerae (risvannliknende diaré)
e Vibrio non-cholerae
e Aeromonas
e Plesiomonas
Ellers vurdere tarmpatogene E. coli og parasitter, se bred PCR-basert diagnostikk.

Panel ved kjent immunsvikt

Utredning av kronisk diarétilstand ved negativ bred PCR-basert diagnostikk, vurdér ogsa:
Plesiomonas

Aeromonas

Ikke-cholera Vibrio

Arcobacter

Mycobacterium tuberculosis og andre mykobakterier

Microsporidier

Panel ved utbrudds-oppklaring
Det anbefales at prgver fra de f@grste pasientene undersgkes med en bred diagnostikk som innbefatter
vanlige tarmpatogene agens, bade bakterier, virus og parasitter. Etter at etiologi er klarlagt og dersom man
er sikker pa at prgvene fra de neste pasientene kommer fra samme utbrudd, anses det ikke som ngdvendig a
undersgke flere prgver fra dette utbruddet. Men det ma vises smidighet, og et samarbeid med smittevern er
sentralt.
Fglgende agens bgr veere dekket:

Forstelinje-diagnostikk bgr dekke

e Campylobacter

e Salmonella

e Yersinia
e Shigella
e EHEC

e EIEC

e EPEC

e ETEC

e Adenovirus

e Norovirus og evt. Sapovirus
e Rotavirus

e Giardia

e Cryptosporidium

Videre pa indikasjon: Plesiomonas, Aeromonas, Vibrio spp. (inntak av sjpmat, opphold i tropiske omrader)
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Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Det har veert liten tradisjon for a undersgke feces fra pasienter med hensyn pa bakterier eller
bakterietoksiner som gir sakalt matforgiftning. | henhold til Helsedirektoratets oversikt over nasjonale
medisinsk-mikrobiologiske referansefunksjoner har

- MatMikroLab ved Norges miljg-og biovitenskapelige universitet (NMBU) referansefunksjon for
pavisning av Bacillus cereus-toksin og Clostridium perfringens (selve bakterien)
- Veterinaerinstituttet for pavisning av Stafylococcus aureus toksin.

Imidlertid oppgis det pa laboratorienes nettsider at analysene gjelder for pavisning i mat.

Dyrkningsmedier og inkubasjon nar dyrkning er startpunkt

De siste arene er det kommet flere nye dyrkningsmedier, inklusive kromogene agarskaler. Imidlertid er det
ikke fremkommet overbevisende dokumentasjon som tilsier at de godt utprgvde selektive dyrkningsmediene
bgr skiftes ut. Dette gjelder bade faste medier og buljong-baserte medier. Kromagarer kan imidlertid
benyttes som stgtte for andre medier, for eksempel ved utbrudd med stamme som er kjent at lar seg
detektere med slik skal. Pa mgtet ble det i liten grad diskutert hvilke medier som skal anbefales.

Anbefaling: hovedanbefalingene vedrgrende dyrkningsmedier og inkubasjon fra Strategimgte nr. 10 1996
opprettholdes, for oversikt se tabell 3. P3 neste side er det inkludert noen ytterligere medier og agens, og
gruppert med utgangspunkt i mikrobe.

Tabell 3. Medietyper og inkubasjon

Ikke- Diff. Selektiv Selektiv Selektiv Anrikn. Anrikn. Anrikn.
Medie-type selektiv medium | Salm/Shig/Yers | Yersinia Camp Salm. | Salm/Shig Yers
Medier f Lact D -cholat Tetra- Evt. Evt.
- edier for af oie/ LSU og XLD eoxy chola CIN CCDA (.e ra v : v :
primarutseed | Blaskal* citrat thionat Selenitt Selenitt
37°C 29°C arc 37°C 22°C
Inkubasjon . Mikro-aerob . Ca. 24
Ca. 24 timer 24-48t . Ca. 24 timer .
24-48 timer timer
Medier til
utsaed fra

Lactose* + d -
buljong/ Lactose/blaskal + LSU CCDA actose” + deoxy CIN
cholatcitrat

Sekundaer-
arbeide
37°C, ca.
24 t
37°C ! 37°C
Inkubasjon . mikroaerob .
Ca. 24 timer Ca. 24 timer
anaerob
aerob

*Vekstkontroll: hvis ingen vekst ved primaerutsaed, bgr dette kommenteres i prgvesvaret
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Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Campylobacter: CCDA: 41-42 °C i mikroaerob atmosfeere i 32-48 timer (evt. 35-37 °C— mindre selektivt)

Salmonella: Evt. Selenitt-buljong + XLD/LSU/SSI-Enteric + MacConkey: 35 °C i 16-24 timer

Shigella/EIEC: Evt. Selenitt-buljong + XLD/LSU/SSI-Enteric + MacConkey: 35 °C i 16-24 timer

EHEC/EPEC: Evt. MacConkey-buljong + MacConkey: 35 °C i 16-24 timer

ETEC: Ikke omtalt pa strategimgtet. Ved det laboratoriet som forelgpig har stgrst erfaring med selektiv
dyrkning ved positiv ETEC-markgr, oppgis det at man benytter Oxoid Brilliance UTI, hvor E. coli fremtrer
som rosa kolonier, som sa spres til McConkey agar fgr bekreftende PCR.

Yersinia: CIN: 30 °Ci 16-24 timer - 48 timer

Vibrio: TCBS 35-37 °C 16-24 timer

Plesiomonas/Aeromonas: SSI-Enteric/LSU (evt. XLD) + MacConkey 35 °C i 16-24 timer

Arcobacter og Campylobacter fetus: CCDA: 35-37 °C i mikroaerob atmosfaere 32-48 timer

Aktuelle anrikningsbuljonger

Selenittbuljong foretrekkes na av de fleste for a gke sensitiviteten med tanke pa Salmonella og Shigella: 35 -
37 °Ci 18-24 t — deretter utsed til differensialmedier. Selenitt reduserer andre tarmbakterier som E. coli.
Kan ogsa brukes til anrikning av Yersinia: 22-28 °C i 18-24 t (sjelden behov, Yersinia vokser fgrste uke ogsa
i Cary-Blair transportmedium bade i kjgleskap og romtemperatur)

Tetrathionat buljong m/ jod-jodkalium: kan legges til for ytterligere gkt sensitivitet med tanke pa
Salmonella: 36-37 °C i 18-24 t, med sekundaer utsed til SSI-Enteric + MacConkey agar.

MacConkeybuljong gker sensitivitet av EHEC/EPEC undersgkelser

Sterkt selektive medier som brilliantgrgnn eller bismut sulfitt anbefales ikke til rutinebruk, men kan brukes
ved utbrudd av Salmonella Typhi.
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Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Dyrkningsverifikasjon av positivt PCR-funn

Dyrkning er ngdvendig for a identifisere tilstedevaerelse av levende patogene bakterier og for a identifisere
serovar/serogruppe assosiert med sykdom, for resistensbestemmelse, samt molekylaere type-bestemmelser
med henblikk pa epidemiologi.

Innsendingsplikten er presisert i MSIS-forskriftens paragraf 2-4a (Innsendingsplikt for smittestoff og
prgvemateriale):

Mikrobiologiske laboratorier som undersgker prgver av human opprinnelse, skal sende
smittestoff eller prgvemateriale til relevant laboratorium med nasjonal referansefunksjon i
medisinsk mikrobiologi etter dets naermere angivelser.

Hovedhensikten i denne paragrafens formuleringer er nettopp a sikre at det i de tilfeller hvor
referanselaboratoriet angir a fa tilsendt smittestoff som er pavist (inklusive ved PCR), har
primzaerlaboratoriet plikt til — der det er mulig utfra bakteriens egenskaper - a dyrke og isolere fgr sending
til referanselaboratoriet’.

Det har skjedd en betydelig utvikling i metodene siden forrige strategirapport som innebaerer mer bruk av
MALDI-TOF/automatiserte metoder og molekylaergenetiske teknikker og kanskje en utvikling i retning
mindre behov for biokjemiske enkelttester og agglutinasjon.

Erfaringen fra flere laboratorier er at dyrkningsverifikasjon er vanskelig ved hgy CT-verdi (fa mikrober i
prgven).

Strategimgtet kom ikke frem til noen entydig konklusjon nar det gjelder dyrkingsverifikasjon av positive
Campylobacter DNA-funn?. Dyrkning for resistensbestemmelse er ngdvendig ved alvorlig klinikk hos innlagte
pasienter. Dyrkning er ogsa ngdvendig for a kunne gjgre molekylaer typing ved mistanke om utbrudd. Vi
minner om at det ved utbrudd skal sendes representative Campylobacter isolater til Referanselaboratoriet
for tarmpatogene bakterier. Referanselaboratoriet gnsker ogsa at alle blodkulturisolater av Campylobacter,
samt isolater fra pasienter med annen sveert alvorlig klinikk, sendes inn for typing og definitiv species-
identifikasjon. Utover dette gj@r referanselaboratoriet resistensbestemmelse pa isolater som er innsendt
som ledd i resistensovervakningen i NORM.

1 Det vil alts si at hvis referanselaboratoriet ber om isolat av et gitt bakteriespesies, har primaerlaboratoriene ikke anledning til 3
velge vekk fremdyrkning av isolat ved positiv PCR. Denne plikten spesifiseres av referanselaboratoriet, og vil ikke ngdvendigvis
sammenfalle med MSIS-meldingskriteriene.

2 De fleste NAAT-analyser benyttet ved primaerlaboratorier skiller ikke mellom ulike Campylobacter-arter.
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Anbefalinger: Metodevalg og analysepaneler

Tabell 4. Oversikt over alternative dyrkningsmedier for selektiv isolering av tarmpatogene bakterier.

Agens XLD LSU SSI-E MAC/lactose/blaskal* CIN CCDA TCBS | SMAC
Campylobacter X X

Salmonella X X X X

Shigella/EIEC X X X X

EHEC/EPEC X (x)
Yersinia X X

Vibrio X X
Plesiomonas (?) X X X X
Aeromonas (?) X X X X
Arcobacter X X

*) Med som vekstkontroll

XLD: Xylose lysin desoxycholat agar — Salmonella og Shigella/EIEC

LSU: Laktose sukrose urea — Salmonella og Shigella/EIEC, Aeromonas, Plesiomonas

SSI-Enteric (Statens Serum Institut) - Sa/lmonella og Shigella/EIEC, Aeromonas, Plesiomonas
MAC/MacConkey (eller laktose-skal) — alle tarmpatogene Enterobacteriaceae vokser pa MacConkey unntatt
enkelte V. cholerae serotype O1.

Sorbitolskalen (SMAC= Sorbitol MacConkey, og CT-SMAC= med tillegg av cefixime og tellurit) har mistet mye
av betydningen ved diagnostikk pa tarmpatogene E. coli p.g.a. gkende forekomst av sorbitolfermenterende
stammer, kanskje szerlig EHEC 0157: H-, som i tillegg kan vaere fglsom for tellurit. Skalen kan imidlertid veere
aktuell ved utbrudd med «klassisk» sorbitol-negativ 0157-stamme eller ved kontrollprgve hos pasient med
tidligere pavist slik stamme.

CIN (Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin) — Yersinia

CCDA (Charcoal-Cefoperazone-Desoxycholat-Agar) — Campylobacter, Arcobacter

TCBS (Thiosulfat Citrate Bile Salt sucrose) — Vibrio, Aeromonas og Plesiomonas

Selektive kromskaler: Ma valideres f@r bruk.
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Feces-PCR: metodeutfordringer og rapporteringsrad

Feces-PCR/NAAT - metodeutfordringer og rapporteringsrad

Metodologiske utfordringer

Valg av NAAT/PCR-metode

Pa grunn av krav om CE-merking og kvalitetskontroll av diagnostiske metoder vil det for de fleste
laboratorier vaere mest naturlig a satse pa en kommersiell metode. Ved valg av leverandgr ma det vurderes
hvilke agens en gnsker a etablere molekylaer diagnostikk for siden ulike kommersielle metoder kan ha noe
ulike testpaneler. | tillegg er det viktig a vaere klar over om de enkelte kit skiller mellom ulike relevante
varianter av gen, for eksempel stx1 versus stx2, It versus st, etc.

Dersom en gnsker a satse pa in-house metodikk, f.eks. basert pa publiserte NAAT/PCR-metoder, ma det
velges mest mulig konserverte malsekvenser hos de aktuelle tarmpatogene bakterier slik at ikke genetisk
polymorfisme vil hindre pavisning (gi falskt negativt resulat). Det vil ogsa generelt vaere gnskelig a satse pa
kromosomalt lokaliserte malsekvenser siden disse normalt er mer stabile enn plasmidlokaliserte sekvenser.
Likevel vil det for flere tarmpatogene bakterier vaere ngdvendig a benytte malsekvenser lokalisert i
plasmider fordi art, patotype eller bakteriens virulens er definert pa grunnlag av plasmidlokaliserte
virulensgener.

Forbehandling

Kommersielle tilbydere anbefaler gjerne en spesifikk forbehandling og ekstraksjon for egen NAAT/PCR-
metode. Men det er ikke gitt at deres anbefalte metodikk gir optimalt resultat. Ingen forbehandlings- og
ekstraksjonsmetode vil vaere optimal for alle typer tarmpatogene bakterier (ulik cellevegg hos Gram-positive
og Gram-negative bakterier), og i tillegg ma en ta hensyn til virus og parasitter dersom en ogsa gnsker a
bruke ekstraherte nukleinsyrer fra prgven for analyse av slike agens. | tillegg vil forbehandling matte
tilpasses den type ekstraksjonsinstrument en vil benytte.

Til forbehandling benyttes gjerne ulike kombinasjoner av koking, mekanisk knusing med kuler, bruk av
lysisbuffer og frysing/tining. Alle som vil etablere NAAT/PCR-basert diagnostikk anbefales & kontakte andre
laboratorier som allerede har etablert slik metodikk for a kunne hgste av deres erfaringer. Laboratoriene ma
gjore egen validering av valgt metode.

Behov for anrikning

Anrikning i Selenitt-buljong gir gkt sensitivitet mht Salmonella og anrikning i MacConkey buljong gir gkt
sensitivitet med hensyn til EHEC. Valg av anrikningsmedium kan imidlertid vaere problematisk fordi selenitt-
buljong er godt egnet til anrikning av Salmonella, men hemmer veksten av E. coli. MacConkey buljong angis
ogsa a skulle vaere egnet til anrikning Salmonella, men gir lavere bakteriekonsentrasjon enn Selenittbuljong.
For de fleste vil det veere uhensiktsmessig a benytte to ulike anrikningsbuljonger, sa en ma da velge hva som
anses mest viktig. Det finnes ogsa andre anrikningsbuljonger. En ulempe ved bruk av anrikningsbuljong er at
svartiden blir forlenget.

Leverandgrer av kommersielle kit anbefaler vanligvis ikke bruk av anrikningsbuljong.
Inhibisjon-internkontroller

Avfgring inneholder mange faktorer som kan hemme DNA-polymerasen. Det er viktig a benytte
internkontroller som kan identifisere prgver hvor PCR-reaksjonen hemmes.
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Feces-PCR: metodeutfordringer og rapporteringsrad

Veiledning for besvarelse av bred NAAT/PCR-basert analyse

| de fleste tilfeller vil funn av et gen veere ensbetydende med pavisning av en bestemt bakterieart. Men
gener lokalisert i mobile genetiske elementer kan finnes i ulike bakteriearter. For eksempel vil funn av stx og
eae-gener kunne bety at det finnes en EHEC med stx og eae i prgven. Men det kan ogsa veere at stx-genet er
fra en fri bakteriofag eller fra en annen bakterie enn E. coli, eller at stx og eae finnes i ulike E. coli. | slike
tilfelle vil det vaere viktig a kunne verifisere funnet av virulensgener i renkultur av E. coli. Ved besvarelse er
det viktig a presisere om NAAT-analysen er utfgrt pa blandingsflora eller om en har funn i renkultur.
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Anbefalinger: EHEC og EPEC

Utdypende kapittel om diagnostikk av tarmpatogene E. coli

EHEC

Infeksjon forarsaket av EHEC kan gi ulik sykdomsutvikling og alvorlighetsgrad. Det kliniske bildet kan variere
fra et asymptomatisk forlgp eller ukomplisert diaré til alvorlige tilfeller med massiv blodig diaré. | 10-15 % av
tilfellene, seerlig hos barn, eldre og immunsupprimerte, kan infeksjonen fgre til hemolytisk-uremisk syndrom
(HUS) som kan veere dgdelig. Sannsynligheten for at infeksjonen kompliseres med HUS er primart avhengig
av bakteriens virulensprofil, men ogsa av vertsfaktorer som alder og immunrespons.

Basert pa ny kunnskap og oppsamlet erfaring, differensierer Folkehelseinstituttet EHEC som HUS-assosiert
og lavvirulent EHEC (figur 1).

e HUS-assosiert EHEC defineres som EHEC isolert fra HUS-pasient (uavhengig av virulensprofil), EHEC
med stx2a, stx2c og stx2d eller EHEC med stx1a isolert fra barn <5 ar med blodig diaré. | helt
spesielle tilfeller, ut i fra klinisk, mikrobiologisk og epidemiologisk begrunnelse, kan en eae-positiv E.
coli der man ikke finner shigatoksiner bli klassifisert som HUS-assosiert EHEC etter analyse ved
referanselaboratoriet (se kapittel om EPEC/eae positive E.coli). | de fa tilfellene der det er aktuelt, vil
dette bli kommunisert til aktuell kommuneoverlege.

e Andre EHEC enn de nevnt over defineres som lavvirulente EHEC.

Pasienter med HUS-assosiert EHEC anbefales en annen oppfglging enn pasienter med lavvirulent EHEC
(Smittevernveilederens kapittel kontroll og oppfglging av pasienter med tarminfeksjoner). For utdypende
informasjon om definisjoner og rad om smittevern, se kapittelet om E. coli-enteritter.

. la stx2b,
stx subtyping: S :

l

Differensiering: Lavvirulent EHEC HUS-assosiert EHEC

Figur 1. Laboratoriebasert differensiering av EHEC i lavvirulente og HUS-assosierte. | helt spesielle tilfeller, ut i fra klinisk,
mikrobiologisk og epidemiologisk begrunnelse, kan en eae-positiv E. coli der man ikke finner shigatoksiner bli klassifisert som HUS-
assosiert EHEC (se kapittel om EPEC/eae-positive E.coli under).
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Anbefalinger: EHEC og EPEC

Indikasjoner for undersgkelse pa EHEC
(uendret fra 2011-versjonen)

1. Ved kliniske symptomer:
A) Sterk anbefaling® (basert pa god vitenskapelig dokumentasjon som har stgtte i norsk epidemiologi
og erfaring):
o  Klinisk HUS, mulig eller sannsynlig; alle aldre
o Blodig diaré; alle aldre
e Diaré hos barn under skolealder (< 5ar)
B) Moderat anbefaling (basert pa utenlandske studier med sannsynlig relevans for norske forhold):
e Sannsynlig infeksjonsutlgst diaré hos

o sykehjemspasienter (gkt risiko for dgd ved EHEC-infeksjon)

o sterkt immunsupprimerte pasienter ( gkt mottakelighet for smitte)

o personer i smitterisikogruppe 1 (personer i naeringsmiddelvirksomhet eller som
handterer mat som skal serveres ra eller uten ytterligere oppvarming, inklusive
barnehageansatte som handterer mat) (gkt risiko for smittespredning via mat)

C) Svak anbefaling (basert pa risikovurdering)
e Sannsynlig infeksjonsutlgst diaré hos
o personer som kan ha veert utsatt for laboratorieassosiert smitte med EHEC
o personer (eks. bgnder, veterinzaerer) som har hatt kontakt med drgvtyggere

2. Ved smitteoppsporing (rundt et tilfelle med HUS-assosiert EHEC, eller ved utbrudd med HUS-assosert
EHEC eller lavvirulent EHEC): se Smittevernveilederens kapittel om E. coli-enteritter
e Ved oppsporing rundt et forelgpig enkelttilfelle er det indikasjon (fra laboratoriet sitt
stasted) for a undersgke feces (uavhengig om diaré eller ikke) hos personer som oppgis a ha
epidemiologisk link til tilfellet
e  Ved oppsporing i et begrenset utbrudd, for eksempel i en barnehage eller et sykehjem, vil
indikasjonen fortsatt vaere epidemiologisk link til et tilfelle i utbruddet
e Ved et nasjonalt utbrudd
o Hovedregelen bgr fortsatt vaere epidemiologisk link
o Ved sveert alvorlig nasjonalt utbrudd, kan i tillegg «flat-screening» av alle med diaré
gjennomfgres i en begrenset tidsperiode. Dette siste ma anses a veere en
mikrobiologisk «unntakstilstand». En slik avgjgrelse bgr tas sentralt, etter ngye
vurdering
Laboratorie-diagnostikk av EHEC
PCR-basert analyse for stx1, stx2 og eae med pafglgende dyrkning og bekrefelse av gen-funn i isolat anses
som ngdvendig for god EHEC-diagnostikk, alternativt EIA-basert shigatoksin-test. Sistnevnte antas
imidlertid & ha betydelig lavere sensitivitet. Fordi shigatoksin-egenskapen kan mistes, kan ikke sistnevnte
type tester anses som tilstrekkelig ved alvorlig klinikk hos enkeltpasient eller ved utbrudd med HUS-
assosiert EHEC. Ved lav CT-verdi, tilsier erfaringen at spredning av ca. 5 kolonier er tilstrekkelig.
Ved hgy CT-verdi (protokoll-avhengig) er sannsynlighet for a lykkes med isolering lav. Innsending av
blandingskultur til referanselaboratoriet er kun indisert i helt spesielle tilfeller (se tabell 5). Anbefalinger for
handtering av EHEC og eae-positiv E. coli i primaerlaboratoriet er angitt i tabell 5.

3] henhold til Helsedirektoratets “Retningslinjer for retningslinjer” (IS 2653, fra 2002) foreslas at anbefalingers styrke
angis 1 ”sterk”, ”“moderat” eller ”svak”. Dette handler om den vurderingen av kvaliteten og relevansen pa den
vitenskapelige dokumentasjonen og ikke om hvor sterkt ensket er om at praksisen skal etterfolges.

angis i ”sterk”, ”moderat” eller ”svak”.
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Tabell 5. Handtering i primzerlaboratorier av EHEC og eae-positive E. coli. Melding til MSIS og smittevernrad.

Initial handtering i primaerlaboratoriet

Smittevernrad nar svar fra

Funn og situasjon Klinikk Isolere & | Senderef.lab. | MSIS- Smittevernrad til ] ]
. _ . . ) Referanselaboratoriet foreligger
agglutinere | Ren | Blanding! | melding risiskogrupper
Diaré + + - + - -
stx1 Opprettholde nér stxla
Ind Blodig diaré + + - + <5 ar
naex Nedjustere nar stxIc, d
HUS + + +1 + + +
Ind HUS, ell
stx1 nb::nnl/S 3 r;:;der N N N N Opprettholde nar lik index-stamme, ellers ny
Smitteoppsporing eller =2 e vurdering mht smittevernrad
utbrudd blodig diaré
stx2 . L{avheng.ig av' N N 4 N N Opprettholde ved stx2aq, ¢, d
klinikk og situasjon Nedjustere ved stx2b, e, f, g
Diaré >5 ar - - - - - -
Diaré <5 ar? + + - + - Igangsette ndr EHEC-LST*
edae alene Blodig diaré > 5 ar - - - - - -
Index Blodig diaré < 5 ar + + - + + Igangsette nar EHEC-LST*
HUS + + +1 + + +
. Index m/HUS- Opprettholde nar lik index-stamme, ellers ny
eae alene: assosiert EHEC * * i * * vurdering mht smittevernrad
Smitteoppsporing eller
utbrudd Index m/HUS + + +1 + - Hvis lik index

1Blandingskultur skal sendes inn til Referanselaboratoriet kun i spesielle tilfeller der renkultur med aktuelle karakteristika ikke har latt seg isolere ved spredning av 5-10 E. coli
2] henhold til Smittevernveilederens kapittel om kontroll og oppfglging av pasienter med tarminfeksjoner, avsnitt om risikogrupper, kontrollprgver og prgveintervaller

3 Indikasjon for underspkelse er barn <5 med langvarig diaré, diaré etter opphold i U-land eller utbrudd i barnehage/barneavdeling
4 Angitt i Smittevernveilederens kapittel om om E. coli-enteritt (inkludert EHEC-infeksjon og HUS) at eae-alene positiv E. coli stamme i helt spesielle tilfeller kan bli klassifisert som HUS-assosiert EHEC etter

analyse ved referanselaboratoriet. | de fa tilfellene der det er aktuelt, vil dette bli kommunisert til primaerlaboratoriet og handtert deretter, i samrad mellom FHI og ansvarlig smittevernlege.
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Vurdering av Shigatoksin-tester (fra 2011-revisjonen)

Pavisning av toksin ble opprinnelig utfgrt ved pavisning av toksisk effekt pa Vero-celler, men denne
metoden er i dag knapt i bruk i klinisk mikrobiologi. | stedet benyttes varianter av ELISA-tester,
agglutinasjonstester eller immunkromatografiske hurtigtester for pavisning av toksinene Stx1 og
Stx2. Noen tester skiller ikke mellom de to toksinene, mens andre gjgr det. | USA er slike tester
anbefalt primeert (1), da PCR ikke er FDA-godkjent.

Fglgende kommersielle kits synes a vaere aktuelle:

Kit Produsent Kommentar
Premier EHEC Meridian Diagnostics, Inc. | ELISA-format. Pa buljong.
(Cincinnati, Ohio) Skiller ikke mellom Stx1 og 2.
ImmunoCard STAT! EHEC Meridian Diagnostics, Inc. | Hurtigtest (kort) pa kolonier eller buljong
(Cincinnati, Ohio) Skiller mellom Stx1 og 2.
VTEC Screen "Seiken" Denka Seiken (Japan) Pa isolat. (kolonistrgk). Agglutinasjon pa

mikrotiterplate. Skiller ikke mellom Stx1
og 2, men produsenten leverer ogsa
tilleggstester til bruk pa kolonier.

rBiopharm Ridascreen Verotoxin R-Biopharm AG, ELISA-format. P3 buljong.

Enzyme Immunoassay (Darmstadt, Tyskland) Skiller ikke mellom Stx1 og 2.
ProSpecT Shiga Toxin E. coli Remel (Lenexa, Kansas) ELISA-format. P3 buljong.
Microplate Assay Skiller ikke mellom Stx1 og 2.
DuoPath Verotoxin test Merck (Tyskland) Pa kolonier subkultivert fra buljong.

Hurtigtest (kort).
Skiller mellom Stx1 og 2.

Noen av testene kan utfgres direkte pa faeces, men generelt anbefaler produsentene at prgvene
inkuberes 16-24 ti en anrikningsbuljong fgr testing for gkt sensitivitet.

Sensitivitet og spesifisitet Shigatoksin-tester (fra 2011-revisjonen)

Det er publisert en rekke studier av disse testene, men beregning av sensitivitet og spesifisitet er i
stor grad basert pa studier av bakteriestammer i renkultur, pa sammenligninger med andre
hurtigtester, eller pa dyrkning kombinert med ulike teknikker, og finner sensitivitet og spesifisitet i
stgrrelsesorden 90-100 %. Vi finner bare tre studier som systematisk sammenligner slike tester med
PCR i klinisk prgvemateriale; Beutin 2002 (2), Pulz 2003 (3) og Grif 2007 (4). Oppgitt sensitivitet for
hurtigtester i disse studiene varierer mellom 61% og 95%, og spesifisitet mellom 46% og 99,4%. Det
kan synes som om visse toksin-undertyper er vanskeligere detekterbare enn andre. Det er ogsa en
praktisk erfaring at slike tester kan vaere sa vel falsk negative som falsk positive.

Nar det gjelder sammenligning mellom testene, er det ogsa vanskelig a finne gode, systematiske
studier. Det foreligger flest studer for Premier EHEC, som synes 8 komme godt ut i sammenligning
med andre hurtigtester.

Litteratur Shigatoksin-tester:

1. Gould LH, Bopp C, Strockbine N, Atkinson R, Baselski V, Body B, et al. Recommendations for diagnosis of shiga toxin--
producing Escherichia coli infections by clinical laboratories. MMWR Recomm Rep 2009;58(RR-12):1-14.

2. Beutin L, Zimmermann S, Gleier K. Evaluation of the VTEC-Screen "Seiken" test for detection of different types of Shiga
toxin (verotoxin)-producing Escherichia coli (STEC) in human stool samples. Diagn Microbiol Infect Dis 2002;42(1):1-8.

3.  Pulz M, Matussek A, Monazahian M, Tittel A, Nikolic E, Hartmann M, et al. Comparison of a shiga toxin enzyme-linked
immunosorbent assay and two types of PCR for detection of shiga toxin-producing Escherichia coli in human stool
specimens. J Clin Microbiol 2003;41(10):4671-5.

4. Grif K, Orth D, Dierich MP, Wurzner R. Comparison of an immunochromatographic rapid test with enzyme-linked
immunosorbent assay and polymerase chain reaction for the detection of Shiga toxins from human stool samples.
Diagn Microbiol Infect Dis 2007;59(1):97-9.
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Kromogene agarmedier og andre spesialmedier til pavisning av E. coli i feces, med
serlig vekt pa EHEC* (fra 2011-revisjonen)

Leveran-dgr Vali-dert Prinsipp- Malbakterie(r) Farge pa AB-tilset-  Fabrikasjon
materiale Produkt- for direkte id kolonier ning?
angivelse
Rosa 3)
BD BBL Urin B-gal E. coli Bla/blagrgnn Ikke Ferdige skaler  4)
CHROM- beta- enterokokker Bleke/beige angitt fra 5)
agar glucosidase Proteus, CHROMagar
Orientati tryptofan Morganella, Rosa
on deaminase Klebsiella
1)
BBL Feces, E.coli 0157 Ikke Ferdige skaler 2)
CHROM- (matvarer) Ikke angitt angitt 4)
agar 5)
0157
Ikke angitt E.coli 0157, Rosa-lilla 6)
CHROM-agar CHROM- Feces samt mulig Ikke Pulver 7)
(v/SmithMED) agar noen f andre angitt 8)
0157 EHEC og andre bia
E. coli
Fleste andre E.
coli
B-gal E.coli Rosa 3)
Oxoid Brilliance Urin Ikke Lisens fra 5)
UTI Agar beta- enterokokker Bl angitt CHROMagar,
glucosidase modifisert
Brun
Proteus, Ferdige skaler
tryptofan Morganella,
deaminase Klebsiella
Bio-Mérieux ChromID Feces B-gal E. coli 0157:H7  BIla-grgnne CcT* Ferdige skaler
0157:H7
B-gur ikke 0157:H7 Rosa/burgun 3)
E. coli der
B-gur, B-gal
ChromID E.coli
CPS Urin beta- Ferdige skaler
glucosidase enterokokker Turkis
tryptofan Proteus, Brun
deaminase Morganella,
Klebsiella
flere SMAC Feces Sorbitol -
Sorbitol/
flere CT-SMAC Feces cefexim/ CT*
telluritt
Sorbitol/
flere CR-SMAC  Feces cefixim/ cefixim
rhamnose

*CT = cefixim og telluritt  B-gur = beta-glucuronidase  B-gal = beta-galaktosidase

Ulike leverandgrer har vaert kontaktet. Kontaktpersoner har vaert: David Smith (SmithMedical), Wibecke Aasnaes (Oxoid ), Kjell Baekvang
(bioMeriux), Vigdis Lys@ (Becton Dickinson).

* Det kan vaere andre kromogene medier pd markedet som ikke tatt med i denne oversikten.
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Oppsummering/konklusjon

* Kromogene medier som fra leverandgrens side er validert for fecesprgver har den klassiske
0157:H7 som mal-bakterie. | hvilken grad slike skaler f. eks. vil fange opp SF 0157 fra 2009-
2010-utbruddet (som blant annet er tellurit fglsom), er uvisst

e Kromogene "UTI”- skaler paviser E. coli av alle typer, men er fra leverandgrens side kun validert

til bruk pa urinveisprgver (sannsynligvis bare pa urinveis- E. coli, og ikke tarmpatogene E. coli).

En vurdering av i hvilken grad disse mediene kan egne seg for isolering av non-0157

tarmpatogene E. coli, er sveert vanskelig, ettersom litteraturen pa omradet synes svaert sparsom:

* Se ref 4 (liten omtale av tarmpatogene E. coli spesielt) og ref 5

* Det finnes flere publikasjoner pa sammenlikning av tradisjonelle fecesagarer (SMAC etc) og
kromogene fecesagarer som fanger 0157 positive stammer, men fa som sammenlikner
tradisjonelle agarer og kromogene agarer som fanger alle (non 0157) E. coli

Referanse og utvalgte nettsider:

1.

Church DL et al: Evaluation of BBL CHROMagar O157 versus Sorbitol-MacConkey Medium for Routine
Detection of E. coli in a Centralized Regional Clinical Microbiology Laboratory. JCM 2007, 45:3098-3100.,
Vetterli KM. Comparison og BBL™ CHROMagar 0157 to Sorbitol MacConkey for Recovery of E. coli in stool
cultures. Abstract ASM New Orleans 2004

Miles KI, Wren WD. Evaluation of three commercial agar preparations for the presumptive identification of
significant urinary isolates. British Journal of Biomedical Science 2005; 62:179-81

Ohkusu K. Cost-Effective and Rapid Presumptive Identification of Gram-Negative Bacilli in routine Urine, Pus,
and Stool Cultures: Evaluation of the Use of CHROMagar Orientation Medium in conjunction with Simple
Biochemical Tests. JCM 2000, 38:4586-92

Filius PM et. Al. Comparative evaluation of three chromogenic agars for detection and rapid identification of
aerobic Gram-negative bacteria in the normal intestinal microflora. CMI 2003,9:912-18

Bettelheim KA. Reliability of CHROMagar O157 for the detection of enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC)
0157 but not EHEC belonging to other serogroups. J Appl Microbiol 1998;85:425-428
http://www.smithmed.com/

www.chromagar.com
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EPEC /eae-positive E. coli

Det kliniske bildet hos en person som bzerer eae-positive E. coli kan variere fra asymptomatisk

bzererskap, til ukomplisert diaré, blodig diaré eller HUS.

En eae-positiv E. coli bgr derfor handteres i henhold til klinikk, mikrobiologiske funn og epidemiologi,

og kan derfor defineres som:

e Atypisk EPEC (aEPEC) er en eae-positive E. coli som ut fra en totalvurdering av
klinikk, mikrobiologiske funn og manglende epidemiologisk link til HUS-assosiert EHEC, samt
manglende funn av bfp, kan sannsynliggjgres at er en “sann” aEPEC

o EHEC-LST er en eae-positiv E. coli som kan vaere en HUS-assosiert EHEC som har mistet sine
shigatoksingener. Ut fra en totalvurdering av klinikk, mikrobiologiske funn og epidemiologisk link
til HUS-assosiert EHEC, sannsynliggjgres at aktuell eae-positive E. coli er en EHEC som har mistet
sine bakteriofag-kodende stx-gener

e Typisk EPEC (tEPEC) er en eae-positiv E. coli som ogsa baerer bfp

Handtering av eae-positive E. coli i primzrlaboratoriet
Nedenforstaende gjelder nar det ikke er funnet annen mer sannsynlig mikrobiologisk arsak, eller
annen sannsynlig patofysiologisk arsak.

1. Alvorlig klinikk:

a. HUS-pasient og eae alene. Stammen handteres som EHEC-LST. Renkultur/alternativt
sveip fra blandingskultur’* sendes referanselaboratoriet.

b. Blodig diaré og eae alene hos barn <5 ar. Stammen handteres som EHEC-LST. Renkultur
sendes referanselaboratoriet slik at videre karakterisering kan si om isolatet
representerer en HUS-assosiert EHEC som har mistet sine shigatoksingener (EHEC-LST).

2. Smitteoppsporing og eae alene:

a. rundt et HUS-tilfelle: Renkultur/alternativt sveip fra blandingskultur sendes
referanselaboratoriet

b. rundt tilfelle med pavist HUS-assosiert EHEC: Renkultur sendes til
referanselaboratoriet.

3. Pagaende lokalt eller nasjonalt utbrudd og eae alene:

a. HUS-utbrudd: Renkultur/alternativt sveip fra blandingskultur sendes
referanselaboratoriet.

b. Utbrudd med HUS-assosiert EHEC: Renkultur sendes referanselaboratoriet.
Blandingskultur kan eventuelt vurderes sendt inn, avhengig av klinisk alvorlighetsgrad
hos pasienter i utbruddet, eller hvor tett knyttet til et alvorlig tilfelle den aktuelle
personen er.

4. Langvarig diaré hos barn (<5 ar) og eae alene: Renkultur sendes referanselaboratoriet
5. Diaré hos barn (<5 ar) etter opphold i U-land og eae alene: Renkultur sendes
referanselaboratoriet
6. Utbrudd i barnehage eller pa barneavdeling uten annen mer sannsynlig arsak: Renkultur
sendes referanselaboratoriet
I situasjon 1-6 svares prgven ut forelgpig som positiv for EPEC-markgr, og at isolatet (evt.
blandingskultur i henhold til tabell 5) sendes til referanselaboratorium for videre undersgkelse.

Ved funn av eae i avfgringsprgve i andre situasjoner enn beskrevet i punktene 1-6, kan
undersgkelsen avsluttes uten forsgk pa isolering av eae-positiv stamme, og prgven svares ut som
negativ med hensyn pa eae. Referanselaboratoriet presiserer at eae-positiv stamme fra barn og

> Blandingskultur er definert som blandingskultur av E. coli bakterier
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voksne med diaré uten at det foreligger tilleggskriterier som spesifisert under punktene 1-6, ikke
skal sendes til referanselaboratoriet.

Laboratorie-diagnostikk av eae-positive E. coli

Primaerdiagnostikk av eae-positive E. coli baseres pa PCR-undersgkelse med hensyn pa eae.
Laboratorier uten slik diagnostikk bgr videresende prgver fra pasienter med klinikk som kan
representere HUS-assosiert EHEC-sykdom eller ved utbrudd, se naermere spesifisert i avsnittet
over.

Enkelte laboratorier har i tillegg etablert PCR-diagnostikk for & pavise tEPEC (deteksjon av bfp), men
dette er ikke hgyt prioritert diagnostikk siden forekomsten av tEPEC i Norge anses a vaere lav.
Primaerlaboratoriet bgr spesielt vaere overvakne pa eae-positive E. coli SFO157, 0103, 026 og 0145.

Enteroinvasive E. coli (EIEC)
Det vises til Smittevernveilederens kapittel om E. coli enteritt.

Enterotoksigene E. coli (ETEC)

Fra tidligere har man ansett ETEC som assosiert med turistdiaré alene, og at patogenet forsvant raskt
slik at diagnostikk etter hjemkomst hadde liten verdi. Forelgpige tall fra det laboratoriet som har
innlemmet ETEC-markgr i sin bred PCR-plattform (Drammen, se side 65) viser en forekomst pa ca. 3%
i testede prover i et uselektert materiale, og pa niva med Salmonella.

Funnene stgttes av en europeisk multisenterstudie, som fant en forekomst pa vel 5%, imidlertid i de
aller fleste tilfeller sammen med annet patogen (Spina A, Kerr KG, Cormican M et al. Spectrum of
enteropathogens detected by the FilmArray Gl Panel in a multicentre study of community-acquired
gastroenteritis. CMI 2015,;21(8):719-728).

Det vises forgvrig til Smittevernveilederens kapittel om E. coli enteritt.

Enteroaggregative E. coli (EAEC), fra 2011-versjonen

Definisjon

EAEC er definert som diaregivande E. coli med typisk aggregerande adheranse til HEp-2 celler i kultur
og danning av karakteristisk biofilm pa tarmepitel. EAEC er ei heterogen gruppe, og det er ikkje pavist
nokon enkelt virulensfaktor som er felles for alle bakteriar i denne gruppa. EAEC tilhgyrer heller ikkje
spesifikke serogrupper av E. coli (1).

Patogenese og klinisk bilde

Patogenesen er ikkje fullstendig kartlagd, men adheranse til tarmmukosa, danning av biofilm samt
produksjon av ulike toksin er viktige faktorar (1). Mikroben synest a ha evne til 3 unnga verten sitt
immunforsvar og kan vera arsak til asymptomatisk kronisk inflamasjon i tarmen (2). Det er pavist
samanheng mellom vertsgenotype (polymorfisme i IL-8 promoterregion) og symptom ved EAEC-
infeksjon (3). Det kliniske bildet spenner fra asymptomatisk infeksjon, via milde symptom som
magesmerter, kvalme og oppkast til akutt vandig diare med eller utan slim/ blod. Lavgradig feber kan
ferekomma. EAEC arsakar ogsa kronisk diare. Kronisk inflamasjon i tarm kan truleg fgra til
malabsorbsjon/ malnutrisjon, ogsa utan at det fgreligg gastrointestinale symptom (4).

Epidemiologi
| utviklingsland er funn av EAEC assosiert med akutt diare hos bade born og vaksne. | industrialiserte
land er funn av EAEC fgrst og fremst assosiert med akutt diare hos personar som har reist til
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utviklingsland (turistdiare), men det er ogsa pavist ein svak assosiasjon med akutt diare hos barn utan
slik reiseanamnese (5). Det er usikkert om HIV-infiserte personar er meir utsett for symptomatisk
EAEC-ineksjon enn HIV-negative personar (6). Akutt infeksjon med EAEC fgrekjem bade som spora-
diske tilfelle og som ledd i stgrre utbrot. Smitte via naeringsmidlar er viktegaste smittemate (1, 4).
Funn av EAEC er assosiert med kronisk diare (varigheit > 14 dagar)i utviklingsland, saerleg hos barn <
2 ar (4). Kronisk EAEC-infeksjon hos barn i utviklingsland er assosiert med malabsorbsjon.

Indikasjon for diagnostikk av EAEC i Noreg

Den norske EAEC-epidemiologien er ukjent og det ville vore nyttig med ein norsk/ nordisk studie med
tanke pa a kartleggja fgrekomsten av denne mikroben hos ulike grupper av norske/ nordiske
pasientar med kronisk diare. | mangel pa kjennskap til nasjonal epidemiologi, baserer tilradingane for
diagnostikk seg pa internasjonal litteratur.

- Akutt diare: Det er rimeleg a anta at akutt EAEC-infeksjon fgrst og fremst er aktuelt hos
personar som kjem fra, eller har vore pa reise i utviklingsregionar. Det er ogsa rimeleg a anta
at ein akutt EAEC-infeksjon vil vera sjglvavgrensande og det synest derfor ikkje rimelig a tilra
rutinemessig pavising av EAEC ved akutt diare.

- Vedvarande diare: Det kan vera aktuelt a utfgra spesifikk EAEC-diagnostikk hos personar med
vedvarande diare (> 14 dagar), sarleg hos personar som kjem fra utviklingsregionar (t.d.
flyktningar og innvandrarar), og i alle fall dersom ein ikkje paviser annan arsak til vedvarande
diare.

- Malabsorbsjon: Spesifikk EAEC-diagnostikk kan vera aktuelt hos barn (< 2 ar), szerleg fra
utviklingsland, med symptom pa malabsorbsjon, og der annan arsak til dette ikkje blir pavist.

- Utbrotsoppklaring: EAEC kan smitta via naeringsmiddler og har dermed eit utbrotspotensiale.
Det kan derfor vera aktuelt med spesifikk EAEC-diagnostikk i samband med utgreiing av
mistenkt naeringsmiddelassosiert sjukdomsutbrot.

Pavising og identifikasjon av EAEC

Gullstandarden er pavising av typisk aggregerande adheranse til HEp-2 celler i kultur, men denne
metoden er sveert arbeidskrevjande og lite eigna for rutinediagnostikk (4).

Serotyping har ingen plass i identifikasjon da EAEC har stor tendens til autoagglutinasjon samt at
dette er ei sveert heterogen gruppe med tanke pa serotypar (1).

Det er publisert ulike molekyleerbiologiske metodar for pavising av EAEC som baserer seg pa pavising
av virulens- eller regulatorgener slik som EAEC heat-stable toxin (EAST1) og et protein involvert i
colonisering (Pic), samt CVD432-sekvensen (7). Dessverre er det sa langt ikkje pavist slike gener som
gar igjen i alle EAEC og/ eller som er spesifikke for EAEC. Desse metodane har derfor lav sensitivitet
og spesifisitet samanlikna med gullstandarden (4). Som eksempel kan nemnast at AggR, som truleg
er ein av dei mest nytta malsekvensane til pavising og identifikasjon av EAEC, i ein studie vart pavist i
berre om lag 90% av isolata (1). Pa trass av dette er det nok slike molekylaerbiologiske metodar som
er mest realistisk a ta i bruk ved norske rutinelaboratorium. Biofilm-assay har ogsa vore nytta ved
screening med tanke pa a pavisa EAEC. Dette kan vera ein nyttig metode, saerlegi stgrre
epidemiologiske studiar (4).

Konklusjon med anbefaling

Pavising av EAEC i Noreg er fgrst og fremst aktuelt ved persisterande diare (>14 dagar). Det er
usikkert kor stort behovet for diagnostikk er, og ideelt sett bgr det giennomfgrast ein klinisk-
epidemiologisk undersgking for a kartleggja dette. Sjglv om det bgr finnast tilbod om diagnostikk
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med tanke pa EAEC i Noreg, er behovet truleg sa lite at det vil vera tilstrekkeleg a ha tilbod pa
nasjonalt eller regionalt niva.

Litteratur EAEC:
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Weintraub A. Enteroaggregative Esherichia coli: epidemiology, virulence ande detection. J Med Microbiol. 2007
Jan;56(Pt 1):4-8.

Okhuysen PC, Dupont HL. Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC): a cause of acute and persistent diarrhea of
worldwide importance. J Infect Dis. (2010) 202 (4): 503-505.

Jiang ZD, Okhuysen PC, Guo DC, He R, King TM, DuPont HL, Milewicz DM. Genetic susceptibility to enteroaggregative
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Epub 2003 Jul 25.
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enteroaggregative Escherichia coli.  Med Microbiol 2006 55: 1303-1311
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Identifikasjon og resistensbestemmelse

Identifikasjon av bakterieisolat

Alle laboratorier bgr kunne identifisere samtlige aktuelle genus, de alvorligste og hyppigste species og noen
klinisk viktige serovar/serogrupper. Det anbefales & opprettholde detaljert informasjon om mikrobiologiske
karakteristika til kliniker, inklusive evt. korrigerte detaljer fra referanselaboratoriet.

MALDI-TOF MS er foretrukne identifikasjonssystem og brukes na av de fleste norske laboratorier.

Biokjemiske (konvensjonelle tester) og automatiserte systemer som Vitek2/API-20E/Phoenix 100 og

liknende er viktige supplement sammen med tre-rgrs forgjeering (Hajna-oppsett) og single
fenotypiske tester.
Antigen-tester/ Agglutinasjon aktuelle for norske laboratorier:

O

Innen Salmonella-gruppen dreier det seg om S. Typhi (9-12:Vi:d:-), S. Paratyphi A (2-12:a:-),
S. Paratyphi B (4-5-12:b:1.2), S.Typhimurium (4-5-12:i:1.2) og S. Enteritidis (9-12:gm:-).

Y. enterocolitica O-antisera: 03, 09.

Shigella: polyvalente O-antisera for identifikasjon av dysenteriae, boydii, flexneri, sonnei.
HUS-assosierte EHEC: Det var divergerende syn pa hvor viktig det er a ha E. coli O-antisera.
O-serogruppe hos de hyppigst forekommende HUS-assosierte EHEC er 0157, 0103, 0145,
026 og 091.

Pavisning av toksiner:

O

Fra isolat anses PCR-pavisning av stx1 eller stx2 som likeverdig med pavisning av selve
Shigatoksinet

Clostridium difficile toksin (tcd gener) ogsa som immunkromatografisk hurtigtester (tcdA +
tcdB), se Strategirapport 2009 — anaerob diagnostikk.

Toksiner fra B. cereus, S. aureus, C. perfringens i feces (eller oppkast) var lite omtalt pa
strategimgtet. Mattilsynet, Veterinaerinstituttet og FHI har tilsammen slik kompetanse, ogsa
pa noen algetoksiner og mykotoksiner. Basert pa at det er toksinet alene som gir
symptomer, og derved ikke er smittsomt fra menneske til menneske, anbefales ikke at slik
diagnostikk etableres ved norske medisinsk-mikrobiologske primaerlaboratorier.

Spesifikk PCR: Omtales i kapittel 1.2

Campylobacter: MALDI-TOF til genus og species er vanligvis godt nok for feces-isolater. Ved utbrudd eller
mistanke om utbrudd, samt ved Campylobacter-funn i blodkultur bgr isolatet (renkultur) sendes til
referanselaboratorium (FHI) for species-bekreftelse og molekyleerepidemiologisk undersgkelse. | tillegg
sendes et utvalg isolater fra noen utvalgte laboratorier til FHI for resistensbestemmelse til NORM.

Salmonella: MALDI-TOF til genus. MALDI-TOF vil ikke gi sikker species eller serovar-typing. Serovar/gruppe
ber tilstrebes, minimum for 3 identifisere serovar S. enterica Typhi/Paratyphi A/B/C. Mange laboratorier
agglutinerer antigen pa A-67 og et utvalg av O-antigener, Vi-antigen samt et utvalg av H-antigener, se
over. Renkultur sendes alltid referanselaboratorium (FHI)

Shigella/EIEC: MALDI-TOF kan ikke skille de to genus. 3-rgrs forgjeering (Hajna-oppsett) og automatiserte
fenotypiske tester vil komme i mal med differensieringen for enkelte EIEC (hvis de er biokjemisk aktive),
og enkelte Shigella (hvis de slar greit til i antisera og passer biokjemisk i tillegg), mens skillet mellom noen
EIEC og Shigella kan veaere svaert problematisk. O-antisera skiller mellom S. sonnei, S. flexneri, S. boydii og
S. dysenteriae. Renkultur sendes alltid referanselaboratorium (FHI).
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EHEC/EPEC: MALDI-TOF kombinert med laktose positivitet og funn av stx og/eller ege (alternativt
shigatoksin) gir hgy sannsynlighet for korrekt species. Til slutt eventuelt serotyping: 0157, 0103, 0145,
026, 091. Se for gvrig kapittel 1.3 og tabell 5.

Funn av laktose-negativ (og stx og eae negativ) tilsynelatende E. coli, kan vaere Shigella og bgr handteres i
henhold til omtalen over. Renkultur til referanselaboratoriet.

Yersinia: MALDI-TOF er ok pa genus, men usikker pa species. Identifikasjon til artsniva er essensielt for
vurdering av patogenitet. | tillegg til Y. enterocolitica, kan Y. pseudotuberculosis (arsak til mesenterial
lymfadenitt/pseudo-appendicitt) gi sykdom hvor etiologi kan pavises ved feces-undersgkelse. PCR-
pavisning av ail- og gyrB (positiv) medfgrer hgy sannsynlighet for Y. enterocolitica. Eventuelt
agglutinasjon/antigentest O3 (viktigst i Norge) og 09. Bevegelighet og sukkerforgjaering kan vaere til hjelp.
Antatt patogene isolater (renkultur) sendes referanselaboratorium (FHI) for sikker identifikasjon av
species.

Vibrio: MALDI-TOF vil i ulik grad identifisere species. Ved treff pa V. cholerae sendes isolatet
referanselaboratorium (FHI) bade for a verifisere funn og for a pavise evt. toksinproduksjon. Forekomst i
Norge er sa sjelden at det anses lite hensiktsmessig a ha antisera mot 01 og 0139 ved
primaerlaboratorier. Ved klinikk forenlig med kolerasykdom og usikker species, skal isolatet alltid sendes
referanselaboratoriet for naermere identifikasjon.

Aeromonas, Arcobacter og Plesiomonas shigelloides: MALDI-TOF er forelgpig noe usikker. Supplerende
analyser tilrades ved funn av isolater som tolkes som klinisk relevante.

Resistenstesting- og rapportering

Agardiffusjonsmetode ad modum Nordic-AST og EUCAST anbefales som standardmetode for
resistensbestemmelse. Mgtet konkluderte ikke med noen klar anbefaling for hvilke situasjoner som skal lede
til antibiotika falsomhetstesting eller om det kunne tilrddes konsekvent testing, men med utrapportering i
henhold til klinisk setting. Klarere anbefalinger vil sannsynligvis komme under Strategimgtet 2017.

S. Typhi/Paratyphi og Shigella resistensbestemmes alltid.

Salmonella: Agardiffusjonsmetode med lapper: Ampicillin, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacin som
minimum + azitromycin, cefotaxim (ceftriaxon fglger), ceftazidim, meropenem for sykehusinnlagte og
som ledd i smittevern (ESBL).

Shigella: Agardiffusjonsmetode med lapper: Ampicillin, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacin som
minimum + azitromycin, cefotaxim (ceftriaxon fglger), ceftazidim, meropenem for sykehusinnlagte og
som ledd i smittevern (ESBL)

Yersinia og non-typhoid Salmonella resistensbestemmes, men rapporteres vanligvis ikke ut

Yersinia: Agardiffusjonsmetode med lapper: Cefotaxim, ciprofloxacin, gentamicin, kloramfenikol, tetracyclin
og trimetoprim-sulfametoxazol

Salmonella: Agardiffusjonsmetode med lapper: Ampicillin, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacin som
minimum + evt azitromycin, cefotaxim (ceftriaxon fglger), ceftazidim, meropenem for sykehusinnlagte og
som ledd i smittevern (ESBL)

Campylobacter resistensbestemmelse pa indikasjon
Campylobacter: Agardiffusjonsmetode med lapper: Erytromycin (azitromycin fglger), ciprofloxacin,
tetracyclin + evt karbapenemer med MIC-metode.

Aeromonas, Arcobacter, Plesiomonas og Vibrio pa indikasjon. MIC-metode og farmakologiske,
artsuavhengige brytningspunkter (EUCAST/NordicAST)
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Anbefalinger Identifikasjon og resistensbestemmelse

EHEC: Anbefales fortsatt ikke resistensbestemt

EIEC: Ble ikke omtalt pa strategimgtet, og heller ikke i strategirapporten fra 1996, men aktuelle midler a
teste, er som for Shigella.
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Anbefalinger: Ktr.prgver, MSIS og innsending

Kontrollprgver, MSIS-melding og innsendingsplikt

Kontrollprgver og smittevern

For situasjoner der det bgr tas kontrollprgver, og antallet negative prgver som anses ngdvendig, samt
smitteverntiltak rundt enkeltpasienter og ved utbrudd vises det til Smittevernveilederen kapittel om Kontroll
og oppfelging av pasienter med tarminfeksjoner, og kapittelet om E. coli-enteritt (inkludert EHEC-infeksjon

og HUS).

Analysestrategier ved kontrollprgver
Ved kontrollprgve anbefales diagnostikk rettet mot det agens man skal kontrollere for.
Anbefalinger:

- HUS-assosiert EHEC. PCR®, alternativt toksinpavisning, bgr vaere primaer analyse-metode med
pafglgende dyrkning for a sannsynliggjgre at det er samme stamme (basert pa stx-hovedtype og
serogruppe), samt for a utelukke frie stx-bakteriofager (som man ikke kjenner til smittepotensialet
til). Ved hgy CT-verdi og «darlig kurve», kan prgven svares ut som negativ. Bruk av spesialmedium
slik som for eksempel sorbitol-skal eller EHEC/STEC kromagar, kan vaere ressurssparende, gitt at man
vet at bakterien vokser pa det aktuelle mediet.

- For lavvirulente EHEC er kontrollprgver vanligvis ikke indisert.

- For andre tarmpatogene bakterier gjgres primaert selektiv dyrkning med hensyn pa det aktuelle
agens, med en relativt enkel species-diagnostikk av isolat.

Melding til MSIS

Hovedformalene med MSIS er a fglge med pa forekomsten av smittsomme sykdommer og oppdage utbrudd.
Kriteriene for melding til MSIS tilpasses kasus-definisjonene for det europeiske smitteverninstituttet (ECDC),
samt til nasjonale forhold, og er derfor jevnlig gjenstand for revisjon. Den gradvise endringen til PCR-baserte

analyser for undersgkelse pa tarmpatogener bakterier, og hvor laboratoriene ikke alltid far frem et
bakterieisolat, har medfgrt usikkerhet om hva disse funnene betyr klinisk og smittevernmessig.
Analyseresultat ma samholdes med klinisk bilde. Nar det gjelder smitteverntiltak, er dagens rad basert pa
dyrkning som er en mindre sensitiv metode enn PCR-basert analyse. Dette har veert bakgrunnen for den
nylige revurderingen av smittevernrad ved EHEC og flere av de andre tarmpatogene bakteriene.

Meldingsplikt i henhold til reviderte kriterier per mars 2017:

Alle prgver med pavist stx eller shigatoksin, fortrinnsvis isolat med bekreftet gen eller toksin meldes til MSIS i
henhold til primaerlaboratoriets funn. Meldingskriteriene for EHEC er ikke endret som fglge av
differensieringen i HUS-assosierte og lavvirulente EHEC. Ogsa alle eae-positive funn skal meldes til MSIS, selv
i de tilfeller hvor man tolker det som klinisk irrelevant.

Andre tarmpatogene bakterier: meldes fortrinnsvis pa isolat. Der hvor det ikke lykkes a isolere bakterien,
meldes tilfellet likevel, men med angivelse av at det kun er pavist med PCR/NAAT. Sykdomstilfellet vil i MSIS
merkes som “sannsynlig kasus”.

% Her har programkomiteen hatt litt ulike holdninger. FHI gnsker a oppreholde hgy sensitivitet = PCR for HUS-assoserite EHEC,
paralellt med at arbeidet (og smittevernet) rundt pasienter med eae alene positive prgver og prgver med bare stx1 er betydelig
redusert.
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Anbefalinger: Ktr.prgver, MSIS og innsending

Innsendingsplikt til Referanselaboratoriet for tarmpatogene bakterier

I henhold til MSIS-forskriften har primaerlaboratoriene plikt til 8 «sende inn isolater eller prgvemateriale slik
referanselaboratoriet angir». Formuleringene er ment a sikre folkehelsemikrobiologiske hensyn og behov
for referansediagnostikk bade i pasientbehandlingsgyemed og med hensyn pa smittevern rundt
enkeltpasienter, som innenfor dagens metodehorisont befordrer innsending av isolater. Se for gvrig i
tidligere avsnitt om dyrkningsverifikasjon ved positivt PCR-funn, hvor det presiseres at dette innbefatter
dyrknings-og isoleringsplikt der pavisning av patogen (som referanselaboratoriet ber om innsending av
isolater) er gjort med PCR.

For til enhver tid oppdatert spesifikasjon av hva primaerlaboratoriene bes sende inn av isolater til
Referanselaboratoriet for tarmpatogene bakterier, se referanselaboratoriets nettside. Per juni 2017 gjelder
fglgende innsendingsplikt av isolater identifisert som, eller hvor det er mistanke om, fglgende patogener:

- Listeria fra normalt sterile lokalisasjoner
- Campylobacter
o fra blodkultur
o ved usikker species-identifikasjon
o ved mistanke om utbrudd
o til resistenstesting som del av NORM resistensovervakningen
- EHEC og EPEC i henhold til kapittelet i denne rapporten
- ETEC ved mistanke om utbrudd
- Alle fgrstegansisolater samt isolater fra “dype prgver” (inklusive blodkultur, leddvaeske ol)
o Salmonella

o Shigella

o EIEC

o Y. enterocolitica og Y. pseudotuberculosis

o V. cholerae og V. parahaemolyticus
Referansediagnostikk

Nasjonalt referanselaboratorium for enteropatogene bakterier ved Folkehelseinstituttet utfgrer
referanseanalyser som kan ha konsekvenser for diagnostikk og smittevern for den enkelte pasient.
Resultater fra referanseanalysene inngar i stor grad ogsa som del av overvakningen med hensyn pa utbrudd.
Laboratoriet gjennomfgrer resistenstesting for nasjonal rapportering i NORM og internasjonal rapportering
til ECDC, som publiserer resistensrapport i samarbeid med bade det europeiske mattilsynet EFSA (European
Food Safety Authority) og det europeiske legemiddelverket EMA (European Medicines Agency). Snarlig vil
ogsa data rapporteres til WHO sitt globale resistensovervakningssystem GLASS.

Helgenomsekvensering av innsendte isolater vil antagelig i stor grad ta over for mer tradisjonelle type-
metoder i Igpet av noen fa ar. Forelgpig gjennomfgres diagnostikken med en kombinasjon av tradisjonell
biokjemi, serotyping og PCR-baserte metoder.
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Andre agens

Andre tarmpatogene agens ikke ytterligere omtalt

Arcobacter spp: Dekkes ikke i ordinaer diagnostikk i de fleste laboratorier. Kan vaere aktuelt agens hos
immunsvekkede, inklusive sma barn. CCDA-skal i mikroaerob eller aerob atmosfaere i 35-37 grader 32-
48 timer.

Clostridium difficile toxin —er dekket i Strategirapport nr. 23, 2009: Anaerob diagnostikk. Nytt fra februar
2015: OUS- Rikshospitalet tildelt funksjonen som referanselaboratorium. Det er gnske om at flere
isolater sendes RH ved uttalt klinikk og/eller gnske om resistensbestemmelse.

Helicobacter pylori — Dyrkning fra duodenalbiopsier, ikke feces. Omtales ikke neermere her. Mikrobiologisk
avdeling, Sykehuset i @stfold har utviklet spesielt god kompetanse i pavisning av Helicobacter pylori.

Listeria monocytogenes — Dyrkning av feces for identifikasjon av mikroben som indikator pa Listeriose er
ikke anbefalt. Se for eksempel den generelle omtalen av listeriose hos Centre for Disease Control
(CDC) og den amerikanske foreningen for gynekologi og obstetrikk sin omtale av mulig listeriose hos
gravide

Microsporidier — nylig reklassifisert som sopp. Aktuelt agens hos hiv-syke, organtransplanterte og andre
immunsvekkede. Direkte mikroskopi med ulike fargemetoder, bl.a. Calcofluor white el.,
immunfluorescens. Spesifikke PCR assay. OUS-RH er referanselaboratorium for diagnostikk av sopp.

Mycobacterier, inklusive M. tuberculosis — Foretas av mycobacterielaboratorier med oppdatert kunnskap
om slik diagnostikk. FHI er referanselaboratorium.

Tropheryma whippelii — Diagnostikk pa duodenal- og tynntarmsbiopsier med PCR. Kan sendes St. Olavs
hospital.

Parasitter/amgbesykdom — Dekket i Strategirapport nr. 28, 2014: Fecesparasittologi.

Sopp — Sjelden aktuelt & dyrke fra feces. Henviser til Strategirapport nr. 27, 2013: Soppinfeksjoner
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Serologi

Dette var ikke et tema pa dette strategimgtet. Innholdet er derfor en lett revidert versjon fra

Strategirapport 1996.

2011 teori-kapittelet E. coli

Infeksjoner med enteropatogene agens gir ofte bade sene og upalitelige antistoffsvar. Akutt diaré er
derfor ikke indikasjon for serologiske undersgkelser. Bdde spesifisitet og sensitivitet er for ddrlig.

Men slike undersgkelser kan vaere nyttige ved enkelte komplikasjoner etter diaré. Den diagnostiske
verdien er imidlertid svaert usikker ogsa her, og det er derfor svaert fa laboratorier som har tiloud om

slike analyser.

Tabell 6. Aktuelle indikasjoner, metoder og utferende institusjon

grunner

Agens Indikasjon Metode Utferende instans
Salmonella o Reaktiv artritt Elisa IgG, IgM, IgA Gjares ikke i Norge
¢ Reiters syndrom
e Erytema nodosum
e Pseudoappendisitt
e Febris causa ignotae
S. Typhi e Mistanke om baererskap Elisa IgG, IgM, IgA Gjgres ikke i Norge
Shigella Ingen
Yersinia ¢ Reaktiv artritt Elisa IgG, IgM, IgA Se «Metodekatalogen»
e Erytema nodosum pa Mikinfo
¢ Mesenterial adenitt
e Terminal ileitt
o Exudativ faryngitt
Campylobacter | e Guillain-Barré Elisa IgG, IgM, IgA Ous, Ulleval
e Arthritt
Helicobacter e Hayprevalensgrupper Elisa 1gG Se «Metodekatalogen»
e Evt. behandlingskontroll pa MikInfo
>6 mndr. etter behandling
hvis 0-prgve foreligger
V. cholerae e Evt. av epidemiologiske Elisa toxin FML
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Abstract & lysbilder: Prgvemateriale

ABSTRACTS OG LYSBILDER FRA M@TET
Prgvemateriale: Kan rektalprgve erstatte fecesprgve?

Truls Leegaard, Akershus universitetssykehus, Lgrenskog

En rektalprgve vil ha klare fordeler fremfor en fecesprgve. Den kan tas pa et legekontor eller i en
seng pa sykehus og gir mindre ubehag for prgvetager og bioingenigr. Men, det finnes mulige
ulemper: vil en rektalprgve ha for lav konsentrasjon av patogener? Fins det dokumentasjon eller
«tunge» erfaringer?

Vi diskuterer her i prinsippet bakterier og parasitter. For virus er det godt dokumentert at PCR
uansett prgvetagning vil veere bedre enn tidligere type diagnostikk’?.

Nar det gjelder bakterier og parasittene finnes det noen publikasjoner som viser at rektalswab er
like bra som fecesprgve for PCR**. Ct verdiene vil generelt veere litt hgyere, men rektalswab
detekterer det man er ute etter. Det artiklene imidlertid ikke sier noe om, er om rektalswab kan
benyttes til 8 dyrke bakteriene etterpa. Den ene studien som sier noe om dette, viser at en
rektalswab som inkuberes i buljong vil ha like god sensitivitet som PCR og bedre sensitivitet for
dyrkning enn prgver som kun dyrkes®. Da vil man altsa fa begge analysene.

En artikkel der man ser pa Shigella viser at rektalswab med PCR er mer sensitivt enn
fecesdyrkning, men sammenligner ikke feces-PCR mot rektalswab PCR. Studien har ikke som
formal & sammenligne rektalswab mot feces til PCR, og det er litt uklart om det kun er rektalswab
som er brukt i PCRen®.

Anbefaling til Strategimgtet: Carey-Blair, flytende amies (eSwab) eller annet egnet medium til
fecesprgve ma benyttes inntil videre. Vi anbefaler ikke at man gar over til 8 benytte rektalswab i
steden for fecesprgve. Dokumentasjon pa at man ved bruk av rektalswab er i stand til 3 dyrke alle
bakteriene man finner ved PCR, er forelgpig ikke god nok.
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Abstract & lysbilder: Prgvemateriale
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Bakteriologisk faecesdiagnostikk

Provetagning: Kan rectalpreve erstatte feecespreve?
Transportmedier — kan ett medium dekke alle behov?

Utvalg av tester/agens

Truls Leegaard
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god nok.
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Abstract & lysbilder: Transportmedier

Transportmedier - kan ett medium dekke alle behov?

Truls Leegaard, Akershus universitetssykehus, Lgrenskog

Finnes det et medium som vil dekke alle behov uavhengig av agens; bade bakterier, virus,
parasitter (holdbarhet, temperatur)? Vil det samme medium ogsa kunne fungere uavhengig av
metode; dyrkning og PCR?

Det er sannsynligvis ikke ngdvendig a ha et agensspesifikt medium. Vart laboratorium har na lang
erfaring og tall pa at Cary-Blair fungerer godt, bade for PCR og for dyrkning av bakterier. |
valideringsperioden viser vi at Cary-Blair er et tilstrekkelig godt medium?. For f.eks. parasitt-
mikroskopi vil det imidlertid, som hos oss i dag, sannsynligvis veere ngdvendig & benytte feces
uten tilsetning, slik at man fortsatt vil ha behov for mer enn ett transportemdium. Det er lite
litteratur om emnet, men en studie viser at forskjellige media som feces-transportmedium og
eSwab begge fungerer utmerket ved optimale vilkar under transporten?. eSwab er i bruk ved
andre laboratorier i Norge, og ogsa i Sverige.

Et annet problem vil oppsta nar andre leverandgrer begynner a produsere transportmedier, og vi
gjennom anbudsrunder blir palagt a bytte leverandgr, uten at disse er tilstrekkelig validert.

Anbefaling til Strategimgtet: Carey-Blair og eSwab kan med hell benyttes bade til dyrkning av
bakterier og PCR av bakterier, virus og parasitter. For parasittmikroskopi ma man fortsatt benytte
feces uten tilsetning.

Referanser

1. TM Leegaard, B Follin-Arbelet, TH Nguyen, H Esnaashari, HS Tunsjg, TE Ranheim, AK Kvissel. Evaluation of a
commercial system (R-Biopharm RIDAGENE) for molecular detection of gastrointestinal infections. Poster
P0853. 24th ECCMID, Barcelona, mai 2014

2. JJ Hirvonen, SS Kaukoranta. Comparison of FecalSwab and ESwab Devices for Storage and Transportation
of Diarrheagenic Bacteria. J ClinMicrobiol 2014; 52: 2334-9
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Abstract & lysbilder: utvalg tester/agens

Utvalg av tester/agens

Truls Leegaard, Akershus universitetssykehus, Lgrenskog

Vi far som regel for lite kliniske opplysninger til at det blir et reelt valg a dele opp analyser i flere
PCR-pakker som hjemme-borte, akutt vs. kronisk diaré, blodig vs. grenn/grgtet, immunstatus, osv.
Det virker derfor fornuftig a ha en standard PCR-pakke for diagnostikk av de vanligste agens, slik vi
har i dag, som rett og slett er basert pa forekomst'>. Denne kan brukes bade pa polikliniske og
innlagte pasienter. Vi vil allikevel forsgke a besvare de enkelte spgrsmal nedenfor.

Bgr man ha egne paneler basert pa smittested? F.eks. et "hjemme-panel” og et "borte-panel”? | sa

fall, er ”"hjemme” da Norden, Nord-Europa, Nord-Amerika og ”borte” alle de andre?
Nei, alle bgr fa samme panel. Pakken som finnes for standard feces PCR er laget med tanke pa
smitte i vestlige land, inklusiv parasittene. Hvis det er opplysninger om reise utenfor Europa
hadde det vaert interessant a ha en PCR for cholera og de vanligste parasitter (Strongyloides,
anycolostoma, necator, trichiuriasis, ascaris, toxocara, Schistosoma hematobium, japonicum
og mansoni, Taenia saginata og solium). Her kan man ogsa spgrre seg hvor viktig det er 3 ha
PCR vs. mikroskopi? Mange av disse parasittene er jo lett gjenkjennelig ved mikroskopi.
Samtidig vil ofte de agens som er vanlige i vestlige land ogsa veaere vanlige i tropiske land og
land med lavere hygiene slik at det er fornuftig a undersgke bade reisende og de som kommer
fra slike land med den vanlige diarépakken fgrst®. Samtidig er det antydninger om at de med
langvarig diaré muligens vil ha nytte av a bli undersgkt med tanke pa sporeformende
protozoer, cryptosporidier, microsporidier, cyclospora og isospora®.

Anbefaling til Strategimgtet: Vi anbefaler ikke a etablere ulike prgve-pakker avhengig av
reiseinformasjon.

Bgr man ha paneler basert pa type diaré og klinikk for gvrig? Her kan man tenke pa akutt mot
kronisk diaré, ikke-blodig mot blodig diaré, for dem med feber, pasienter med nedsatt
allmenntilstand, etc. Eller, kan som oftest "alt gi alt”?

Nei, alt kan gi alt. | spesielle tilfeller, basert pa klinikk, bgr man nok se etter agens som ikke
inngar i en standard feces PCR-pakke. Clostridium difficile bgr sannsynligvis undersgkes for seg,
da indikasjonen for a lete etter C. difficile er en annen enn for de andre diaréfremkallende
agens. Et annet eksempel er cryptosporidier som er et agens som meget gjerne kan gi diaré
hos dem med nedsatt immunforsvar. Her kan ogsa nevnes Listeria hos immunsvekkede.
Listeria er ofte forbundet med utbrudd eller systeminfeksjon, og vil oppdages i andre
sammenhenger. Dersom Listeria kun gir diaré vil denne som oftest veere selvbegrensende og
relativt kortvarig hos immunfriske®.

Anbefaling til Strategimgtet: Vanligvis ikke spesielle indikasjoner basert pa klinisk utrykk av
infeksjonen.

Bgr man ha egne paneler basert pa alder?
Virus dominerer hos sma barn, og kunne godt ha blitt kjgrt for seg, men finnes samtidig i alle
aldersgrupper, slik at det sannsynligvis ikke er hensiktsmessig. Se figur’. Hos eldre og de minste
er det dehydrering og elektrolyttforstyrrelser som gir problemer, ikke noe som er knyttet til
spesifikke agens, men det er stort sett ikke et problem i Norge®”’.
Anbefaling til strategimgtet: Vi anbefaler ikke egne paneler basert pa alder.
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Anbefalinger: utvalg av tester
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Hvilke agens finner man hos dem med nedsatt immunstatus? Er det ogsa innen denne
pasientgruppen variasjoner? Man kan tenke seg at de som er sterkt immunsupprimerte har f.eks.
mindre tarmpatogene bakterier og heller cryptosporiedier eller microsporidier.

Dagens “pakke” som inngar i en feces PCR bgr vaere tilstrekkelig. Det kan imidlertid godt hende at
laboratorier som pr. i dag ikke har tilgang til feces PCR bgr sende prgver til analyse ved annet
laboratorium, da mikroskopi av protozoer har sapass darlig sensitivitet i forhold til PCR, slik at
enkelte protozoer vanskeligere vil oppdages.

Anbefaling til Strategimgtet: Laboratorier som ikke har bred feces-PCR bgr videresende feces-prgve
til laboratorium med slik screening hvis pasienten har en kjent immunsvikttilstand.

Bgr utbrudd behandles annerledes enn ikke-utbrudd?
Pa utbrudd i institusjon bgr man utfgre vanlig standard-PCR bade for virus og bakterier pa de
ferste 2-3 pasientene for a sikre rask og fullstendig diagnostikk. Deretter bgr man ikke utfgre PCR
pa nye pasienter i samme utbrudd. Det er ikke alltid noroviruseller andre virus som er synderen.
Et eksempel fra AHUS er 9 jordm@dre med Campylobacter og/eller EPEC, som riktignok hadde
reist til Marokko sammen, men Campylobacter kunne de jo fatt i Norge ogsa.

Anbefaling til Strategimgtet: Vi anbefaler at prgver fra de fgrste pasientene bgr undersgkes med
en bred screening som innbefatter vanlige tarmpatogene agens (bade bakterier og virus og
parasitter). Dersom man er ganske sikker pa at de prgvene til de neste pasientene kommer fra det
samme utbruddet, anser vi det ikke som ngdvendig a undersgke flere prgver fra det samme
utbruddet. Her ma det imidlertid vises smidighet, og et samarbeid med smittevern er sentralt.

Nar bgr man lete etter vibrio, aeromonas og/eller plesiomonas?
Indikasjonen for & lete etter vibrio, aeromonas og/eller plesiomonas er ikke endret siden siste
strategimgte der dette ble omtalt. Det er fortsatt dyrkning pa indikasjon som gjelder. Eventuelt
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kan man diskutere om disse agens bgr vaere med i en utvidet PCR, hvis den skal veere med i en
PCR i det hele tatt.

Stikkord er (salt)-vann og sjgmat. | den forrige rapporten star det imidlertid spesifikt Asia. Dette
bgr kanskje utvides? Vi vet om kjente utbrudd pa bl.a. Haiti og Cuba.

Anbefaling til Strategimgtet: Indikasjon for a lete etter vibrio, aeromonas eller plesiomonas er
reise til tropisk omrade med tilknytning til sjg (bading, og spesielt inntak av sjgmat). Da mellom-
Amerika/Karibien na har hatt anerkjente utbrudd med Vibrio cholera bgr ogsa prgver fra disse
omradene undersgkes, ikke bare prgver fra Asia.

Finnes der tilfeller der en bredere agens-liste bgr innga rutinemessig eller hyppigere?
Slik situasjonen er i dag, med tekniske og ressursmessige begrensninger, er dette ikke aktuelt. Vi
kan imidlertid gnske oss en bredere pakke, der andre agens enn de vi leter etter i dag (f.eks.
vibrier, aeromonas og plesiomonas) inngar. Et slikt tilbud er allerede pa markedet og andre stgrre
“pakker” vil sannsynligvis komme, men tilgangen vil veere begrenset av pris?.
Anbefaling til Strategimgtet: Anses ikke veldig aktuelt forelgpig.

Bgr man se naermere pa virus? | dagens “pakker” inngar som oftest norovirus, rotavirus og
adenovirus. Bgr andre virus innga?
Som vi ser av vedlagte figur som baserer seg pa en PCR med et bredt utvalg agens, inkluderes ofte
astrovirus i utvalget?®. Astrovirus er imidlertid ingen hyppig &rsak til diaré, og finnes neste like ofte
hos friske baerere som hos dem med diaré’, slik at man kan spgrre seg om nytten.
Anbefaling til Strategimgtet: Norovirus, rotavirus og adenovirus bgr innga som del av
standardpanelet, mens andre virus er lite aktuelle.
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Nar bgr man tenke pa bakterier som produserer matforgiftnings-toksiner (B. cereus, S. aureus)?

Diaré forarsaket av matforgiftnings-toksiner gir akutt diaré. Det vil sannsynligvis ikke bli tatt prgve
av de fleste av disse pasientene. Her er man avhengig av klinikers innsikt og behov, og det er
sannsynligvis huller i var kunnskap om hva dette faktisk betyr. Det finnes generelt lite literatur om
betydningen av diaré forarsaket av toksinproduserende bakterier utover at det er beskrevet som
arsak til flere utbrudd. Det dreier seg stort sett om B. cereus, S. aureus (stafylokokk enterotoxin
type B), C. perfringens og enklete forfattere har nevnt Enterotoxinogen Bacteroides fragilis som
en “coming” agens!!. Ved utbrudd der det er viktig & finne en arsak, f.eks. i institusjon kan det
likevel veere aktuelt a se etter denne typen agens nar vanlig feces-PCR-undersgkelse er negativ.
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Anbefaling til Strategimgtet: Det er behov for mer kunnskap om betydningen av diaré forarsaket
av toksinproduserende bakterier fgr vi kan anbefale at diagnostiske laboratorier bgr endre dagens
praksis.

| dagens praksis for parasitter finnes klare regler? Bor de revideres?
Vi ser ingen grunn til & endre disse reglene. De parasittene som inngar i en feces PCR er rettet mot
agens vi kan forvente a finne i eget land og i andre vestlige land. Ett ars rutinedrift pa AHUS viser
at vi finner Cryptosporider i 1 % av alle fecesprgvene som er analysert med PCR. Tilsvarende tall
for Giardialamblia er 1,6 %. Entamoeba histolytica er med i feces PCR av en helt annen grunn,
nemlig for a kunne skille ekte amgber fra andre cyster. Eventuelt kunne man utelate d ha med E.
histolytica i standard-pakken. Vi fant den fgrste positive etter a ha hatt PCR i bruk i 14 maneder.
Parasittmikroskopi bgr derfor ikke utfgres fgr man har utfgrt en screening for andre agens,
fortrinnsvis med feces PCR.
Anbefaling til Strategimgtet: Indikasjon for feces-parasittundersgkelse endres ikke.

Bgr Clostridium difficile innga i "standardpanelet”?
Clostridium difficile bgr ikke innga i "pakken”. C. difficile har en annen indikasjon enn de andre
agensene. Her er svartid ogsa avgjgrende, og dersom man ikke kan garantere at feces PCR vil
kunne ha en like rask svartid som C. difficile-undersgkelsene sa er man bedre tjent med a kjgre
dette separat.
Imidlertid er sannsynligvis C. difficile ofte underdiagnostisert, til tross for at det av kliniske og
smittevernmessige arsaker er viktig a identifisere pasienter med denne infeksjonen. En artikkel i
Lancet Infectious Diseases fra 2014 fant fglgende: "Funn fra EUCLID studien viser at C.difficile
infeksjoner er underdiagnostisert i Europa, fgrst og fremst pa grunn av manglende klinisk
mistanke og, derfor, manglende testing for C.difficile infeksjon®.

Anbefaling til Strategimgtet: Vi anbefaler at man har lav terskel for a undersgke inneliggende
pasienter med diaré for C. difficile. Analysen bgr, slik vi ser det, ikke innga i et feces-PCR-panel,
men bgr settes opp separat med en “god nok” metode.

Egne funn (Ahus)
Til sammenligning finner vi i det fgrste driftsaret, fgelgende:

Antall (%) | % innlagt | Median alder | Multiple funn %
Alle 3266 (100) 49,5 45

Alle positive 1082 (33,1) | 43,7 32 16,5
Campylobacterspp. 313 (9,6) 46 44 22
Yersiniaenterocolitica 9(0,3) 11 20 33
Salmonella spp. 74 (2,3) 39 37 36
Shigella spp. 31(0,9) 35 26 48
EHEC 22 (0,7) 45 29 23

EPEC 329 (10,1) 35 28 36
Norovirus 185 (5,7) 62 57 22
Rotavirus 151 (4,6) 68 1 23
Adenovirus 79 (2,4) 38 2 37
Giardialamblia 52 (1,6) 21 37 25
Cryptosporidium 32 (1,0) 16 25 29
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Vére egne funn sammenfaller godt med funn fra andre europeiske studier? (bl.a. sammenlignet med
grafikken ovenfor). Det er flere som spgr seg om nytten av a finne EPEC. Langt fra alle har
infeksjoner, og det er igangsatt studier som skal se pa sammenhengen mellom PCR-funn av EPEC og
klinikk. Fra valideringen vet vi at vi finner det vi skal mht. bakterier og at vi finner langt fler virus og
parasitter’.

Konklusjonen er at funn i "standard-pakken" ikke ekskluderer andre funn, slik at vedvarende
symptomer eller alvorlig sykdom bgr utlgse videre utredning. Feces-PCR har utvilsomt tilfgrt en ny
dimensjon til fecesdiagnostikken, og med den tekniske utviklingen som skjer innen mikrobiologi for
tiden er det a forvente at ytterligere ny kunnskap om dette emnet vil komme i de neste arene.

Stor takk for bidrag fra kolleger pd AHUS til alle tre underdelene: Veselka Petrova, Silje Bakken
Jgrgensen, Bjgrn Odd Johnsen og Nina Handal
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Beor man ha egne paneler basert pa smittested?

* Vi anbefaler ikke & etablere ulike prove-pakker
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Bor man ha paneler basert pa type diaré og
klinikk for evrig?
» Vanligvis ikke spesielle indikasjoner basert pa
klinisk utrykk av infeksjonen, men hos enkelte kan

det vaere aktuelt A se etter andre, uvanlige agens
utover det som finnes i et standardpanel.

Jf' Akershus Universitetssykehus Y e aITRTEY

Bor man ha egne paneler basert pa alder?

* Vi anbefaler ikke egne paneler basert pa
alder.

Jr- Akershus Universitetssykehus VO ERSITETET

Hvilke agens finner man hos dem med
nedsatt immunstatus?

* Laboratorier som ikke har bred faeces-PCR beor
videresende faecesprove til laboratorium med slik
screening hvis pasienten har en kjent
immunsvikttilstand.

. UNIVERSITETET
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JI" Akershus Universitetssykehus

Bor utbrudd behandles annerledes enn
ikke-utbrudd?

* Vi anbefaler at prover fra de forste pasientene ber
undersekes med en bred screening som innbefatter
vanlige tarmpatogene agens

» Dersom man er ganske sikker pa at de provene til
de neste pasientene kommer fra det samme
utbruddet, anser vi det ikke som nedvendig &
undersoke flere prover fra det samme utbruddet.

* Her ma det utvises smidighet, og et samarbeid
med smittevern er sentralt.
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Nar ber man lete etter vibrio, aeromonas
og/eller plesiomonas?

* Indikasjon for & lete etter vibrio, acromonas
eller plesiomonas er reise til tropisk omrade
med tilknytning til sjo (bading, og spesielt
inntak av sjemat)

* Da mellom-Amerika/Karibien na har hatt
anerkjente utbrudd med Vibrio cholera ber
ogsa prover fra disse omradene undersekes,
ikke bare prover fra Asia.

. UNIVERSITETET
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JI"' Akershus Universitetssykehus

Finnes der tilfeller der en bredere agens-liste
ber innga rutinemessig eller hyppigere?

» Anses ikke veldig aktuelt forelopig.

- Akershus Universitetssykehus (7 ¢ VO ERSITETET

Ber man se nzrmere pa virus?

* Norovirus, rotavirus og adenovirus ber
innga som del av standardpanelet, mens
andre virus er lite aktuelle.

Jf' Akershus Universitetssykehus Voste S ITETET

I dagens praksis for parasitter finnes klare
regler? Bor de revideres?

* Indikasjon for faces-parasittundersokelse
endres ikke.
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Konklusjon

* Funni "standard-pakken" ekskluderer ikke andre
funn, slik at vedvarende symptomer eller alvorlig
sykdom ber utlese videre utredning.

* Feeces-PCRhar utvilsomt tilfert en ny dimensjon
til feecesdiagnostikken, og med den tekniske
utviklingen som skjer innen mikrobiologi for tiden
er det & forvente at ytterligere ny kunnskap om
dette emnet vil komme i de nesfe arene.

* Vi far som regel for lite kliniske opplysninger til
at det blir et reelt valg a dele opp analyser i flere
PCR-pakker
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Abstract & lysbilder: Detaljeringsgrad

Detaljeringsgrad av Identifikasjon - hva trenger kliniker, vi
selv og andre?

Astrid Louise Wester, Folkehelseinstituttet
Hva har kliniker behov for?

Salmonella:

Ved laboratoriet i Drammen har man siden mars 2015 kun gitt ut svar Salmonella sp (utenom nar det
foreligger Typhi eller Paratyphi). Dette fordi det er arbeidsbesparende og fordi man har stilt seg
tvilende til hvilken nytte svaret har for kliniker. Det har ikke kommet tilbakemeldinger med gnske om
typebestemmelse.

Laboratoriet i har i forbindelse med Strategimgtet gjort en spgrrerunde:

- Vestre Vikens infeksjonsmedisinere:

o Fra én infeksjonsmedisiner angis at det er faglig interessant a fa vite
typebestemmelse selv om det ikke far praktisk konsekvens utover en teoretisk
mulighet for @ kunne oppdage utbrudd. Vedkommende har ikke lagt merke til at det
ikke lenger kommer slike svar.

o Frade to andre sykehusene med infeksjonsmedisinere angis at man ikke har lagt
merke til at det ikke kommer svar pa typebestemmelse, og at dette ikke har noen
betydning.

- Allmennpraktikere: Vi har forespurt Vestre Vikens praksiskonsulenter som har diskutert dette
pa mgte og angir at de ikke har lagt merke til at det ikke kommer svar pa typebestemmelse
og at dette heller ikke er noe gnske.

- Smittevernlegen i Drammen har ikke behov for typebestemmelse da dette ikke anvendes.

Basert pa vare erfaringer og den uformelle undersgkelsen virker det ikke a ha noen vesentlig
betydning for kliniker om man utgir svar pa typebestemmelse for Salmonella.

Yersinia: Identifikasjon til artsniva er essensielt for vurdering av patogenesitet.

Campylobacter: Vi paviser Campylobacter species ved PCR og dyrker ikke. Neermere identifikasjon
ville bety betydelig merarbeid, og vi har ikke holdepunkt for at kjennskap til art har betydning for
behandling eller smittevern. Dersom arbeidsmetode er slik at identifikasjon til artsniva ikke medfgrer
merarbeid synes det imidlertid ikke urimelig @ angi art.

Shigella: I likhet med Salmonella har det neppe vesentlig betydning for kliniker med kjennskap til
artsbestemmelse. Dersom arbeidsmetode er slik at identifikasjon til artsniva ikke medfgrer
merarbeid, synes det imidlertid ikke urimelig a angi art.

Hva trenger vi selv?

Didaktisk... faglig stolthet.....

Hva trenger andre?

Elektroniske meldinger => nasjonal mikrobiologidatabase i framtida?
Anbefaling til strategimgtet: Fortsette detaljert utsvaring.
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% folkehelseinstituttet

Salmonella (Pal)

* Vi gir nd kun ut Salmonella og ettersender ikke
Detaljeringsgrad ved ut-svaring, nytt svar med type nar vi far svar fra ref.lab

hva trenger kliniker, vi selv og

— pa dette halvaret ikke fatt noen tilbakemeldinger
med gnske om typebestemmelse.
» Typhi/Paratyphi behandles saerskilt og
rapporteres pa basis av VITEK-ID og Vi
agglutinasjon (nytt svar Pal?)

andre?

Pal Jenum, Einar Weme, Astrid L. Wester

Uformell sp.us. Vestre Viken . . .
5
(Einar T. Weme) Trenger virkelig ikke kliniker dette?

* Vestre Vikens infeksjonsmedisinere:

— én infeksjonsmedisiner angir attypebestemmelse er fagliginteressant,
selvom det ikke far praktisk konsekvens utover en teoretisk mulighet . . .
for & kunne oppdage utbrudd. Vedkommende har ikke lagt merke til at . PaSIentjou rnal — doku mentaSJon....
det ikke lenger kommer slike svar.

— Frade to andre sykehusene med infeksjonsmedisinere angisat man
ikke har lagt merke til atdet ikke kommer svar pa typebestemmelse,
og at dette ikke har noen betydning.

* Vestre Vikens praksiskonsulenter (allm.med)som har diskutert
dette pa mote og angirat de ikke har lagt merke til at detikke
kommer svar pa typebestemmelse og at dette heller ikke ernoe
gnske.

* SmittevernlegeniDrammen har ikke behov fortypebestemmelse
da dette ikke anvendes.

. Tjei?

Campylobacter (Pal) Yersinia enterocolitica (Pal)
* Campylobacter rapporteres vanligvis bare med * PCR screening
species ut fra PCR —sekvens fra gyrB som iflg Roche skal vaere spesifikt
» det dyrkes for res.bestemmelse for enterocolitica. Ingen av vare PCR-positive hari

. . . ettertid vist seg a vaere annen art
— opplysning om behandlingssvikt, g

— eventuelt spesielt alvorlig infeksjon/inneliggende * Alle pos funn dyrkes, agglutineres O:3 og 0:9
pasient —indikere human patogenitet

——
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Shigella (Pal)

Hva trenger vi selv?

* PCR-pavisning av [paH-genet som ogsa finnes
hos EIEC

e Alle pos funn dyrkes
— Resistenstesting

— ID: De ulike Shigella-species gir lignende
sykdomsbilde.

* Faglig stolthet

* Oppleeringspyemed

* Vanskelig & sld opp/ikke gd i surr v. spgrsmal
—Fraref.lab

— Fra smittevern (som kan ha vaerti kontakt med
FHI)

Hva trenger andre?

Anbefalinger

* Framtidig sanntidsregister basert pa XML-
meldinger fra lab

* Beholde detaljeringsgrad inntil vidare
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Abstract & lysbilder: MALDI-TOF

Identifikasjon med MALDI TOF MS

André Ingebretsen, Oslo universitetssykehus

De senere arene har identifikasjon av mikroorganismer ved hjelp av massespektrometri erstattet
mange av de eldre, fenotypiske identifikasjonstestene. Noen av fordelene ved a identifisere bakterier
ved bruk av MALDI TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) er metodens kostnad, hurtighet, sensitivitet og reproduserbarhet. Som for alle
automatiske og semiautomatiske identifikasjonssystemer er man er helt avhengig av kvaliteten pa
identifikasjonssystemets spekterdatabase for a fa gode identifikasjoner. Kommersielle
spekterdatabaser finnes det flere av, men som oftest brukes spekterdatabaser som er knyttet til
leverandgren av selve MS-instrumentet. Databasene varierer i stgrrelse og oppbygging avhengig av
leverandgr.

Det er rapportert at MALDI TOF MS er et godt verktgy til 3 identifisere enteropatogene mikrober,
men med noen unntak (1).

For generelt & bedre identifikasjonen av mikroorganismer sa velger laboratorier a supplere
kommersielle databaser med sine egne databaser(2).

E.coli og Shigella sp. Det er kjent at MALDI TOF MS ikke kan skille disse artene fra hverandre. Man er
dermed avhengig av supplerende informasjon for & kunne identifisere disse artene. Nylig har det blitt
rapportert at man ved a generere en MSP database basert pa MLVA profiler av E.coli og Shigella sp.
vil kunne skille disse fra hverandre(3). Ogsa ved a lete etter spesifikke protein biomarkgrer kan man
ikke bare skille disse artene, men ogsa subtype E.coli(4-6).

Salmonella sp. Salmonella enterica lar seg identifisere til artsniva ved MALDI TOF MS. Metoden viser
potensial til subtyping og har blitt brukt til & skille Salmonella enterica serovar typhi fra andre serovar
(7) og identifisere serovar innenfor Salmonella enterica subsp enterica(8).

Campylobacter sp. Campylobacter sp. lar seg ogsa godt identifisere ved hjelp av MALDI TOF MS(9),
men det har blitt rapportert variasjon i identifiseringsscore under ulike vekstbetingelser(10).
Yersiniasp. MALDI TOF MS identifiserer Yersiniaenterocolitica, men best resultater far man ved
bygge sin egen database (11). Folkhdlsomyndigheten i Sverige har utviklet en egen metode for
subtyping av Yersiniaenterocolitica, men anbefaler bruk av biokjemiske tester for a skille biotype 1A
og 1B(12).

Det er generelt fa MSP av Vibrio cholerae i de kommersielle databasene. Det anbefales a supplere
med sine egne MSP eller bruke andre tilgjengelige databaser(13).

En rekke andre mikrober som kan assosieres med gastroenteritt (Aeromonas sp, Clostridium sp,
Plesiomonas shigelloides, Bacillus sp) identifiseres i ulik grad. Det hele avhenger av kvaliteten og
stgrrelsen pa spekterdatabasen og i noe mindre grad av ekstraksjonsprotokoll. Ergo vil den stadig
voksende spekterdatabasen fgre til stadig bedre identifikasjon av mikroorganismer.

Anbefaling til Strategimgtet: MALDI TOF egner seg for identifikasjon av Salmonella enterica (men
ikke serovar) og Campylobacter species, noe usikkert for Yersiniaenterocolitica. Metodikken skiller
ikke mellom E. coli og Shigella, og gir usikker identifikasjon for andre tarmpatogene bakterier. For
disse ma det suppleres med tradisjonelle idenfikasjonsmetoder.
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IDENTIFIKASJON AV ENTEROPATOGENE
MIKROBER VED HJELP AV MALDI TOF MS.

André Ingebretsen
Oslo universitetssykehus
Avd. for mikrobiologi og Avd. for smittevern

Noen punkter a tenke pa

1. Vekstbetingelser
2. Identifikasjon med modifikasjon

3. "Open source” databaser

Vekstbetingelser
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Martiny et al. 2013. ) Microb. Methods. 84; 221-
223.

Modifikasjoner

* Egne MSPs i egen database
* Forskjellig vekting av forskjellige topper

* Bruk avannen programvare (ClinProTools, Bionumerics,
MATLAB)

Skille mellom E.coli og Shigella sp.
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Skille mellom E.coli og Shigella sp.

Bacteris No. of isolates Correct Incorrect Indecisive
E cali &4 60{33.8%) 1{1.6%) 3{47%)
Shigello sp. 116 110(94.5%) 5{43%) 1{09%)
Total 180 170(94.4%) 6(33%) a(22%)

Pasuw et al .2015. Int) Med.Microb.
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All uploaded

50




Abstract & lysbilder: Phoenix

BD Phoenix ved identifikasjon av tarmpatogene bakteriar

Reidar Hjetland, Helse Fgrde
Om Phoenix 100

Phoenix 100 ID/AST-systemet (Becton Dickinson Co., Sparks, Md.) er eit automatisert system for
identifikasjon og resistensbestemming av bakteriar. Det nyttar fenotypiske testar i sine panel, og det er
det Gram-negative panelet som er aktuelt for tarmpatogene bakteriar.

Av aktuelle tarmpatogene agens inngar i dette panelet E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia, Aeromonas,
Plesiomonas og Vibrio spp. Campylobacter inngar ikkje.

Aktuelle studiar

Den mest fullstendige studien av dette panelet i hgve til tarmpatogene bakteriar (1) fann:

Bakterie n Korrekt Kun Mis- Feil Komm.
species genus  lukka
Enterobacteriacae 507 456 (89,9) 10(3,9)
generelt
E. coli 30 29(96,7) 1(3,3)
Salmonella 34  26(76,5) 1(2,9) 1(2,9) 7 (20,6) 7/34 identif. som E. coli
Shigella 10 6 (60) 4 (40)
Yersinia 24 18 (66,7) 6 (33,3) 2/11Y. enterocolitica feilid.
som Y. fredriksenii
Aeromonas 10 6 (60) 4 (40)
Plesiomonas 10 10(100)
shigelloides
Vibrio (inkl. ikkje 138 123 (89,1) 7(5,1) 3(22) 5(3,6)
tarmpatogene)

Forfattaren av denne studien konkluderer med at Phoenix ikkje er eigna til identifikasjon av
tarmpatogene bakteriar, da det ikkje oppnar 90% korrekt identifikasjon.

| andre studier inngar tarmpatogener i mindre tal.
Eigne rg@ynsler:

Ved Fgrde Sentralsjukehus vert Phoenix ikkje rutinemessig nytta ved identifikasjon av
Salmonella, men har blitt brukt ved Shigella, Yersinia, Vibrio, Aeromonas og Plesiomonas.

| 8 SLP-pr@var har det vore feil i 2 (Vibrio og Shigella)

Cumitech: | USA seier Humphrey et al (2) i Laboratory Diagnosis of Bacterial Gastroenteritis, ein
oppdatering av Cumitech 12A generelt om automatiserte identifikasjonssystem at «lsolates
that yield reactions consistent with enteropathogens on these secondary screening media are
further identified using either a manual identification system such as API 20E or an auto-mated
identification system such as MicroScan, Vitek2, Phoenix, MALDI-TOF MS, etc. These systems
perform well at identifying some enteropathogens but fall short for others. For instance,
commercial systems are notoriously poor at the correct identification of Vibrio species to both
the genus and species levels»
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Anbefaling til Strategimgtet:

Phoenix bgr ikkje brukast som einaste fenotypiske identifikasjon av tarmpatogene agens. Den
kan evt. brukast som supplement til andre metodar (3-rgyrs-forgjeering o.l.), men da med kritisk
vurdering av resultatet opp mot klinikk og andre testar. Referanselaboratorium bgr nyttast
liberalt.

Litteratur:

1. O'Hara CM. Evaluation of the Phoenix 100 ID/AST system and NID panel for identification of
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, and commonly isolated nonenteric gram-negative bacilli. J Clin
Microbiol. 2006;44(3):928-33.

2. Humphries RM, Linscott AJ. Laboratory diagnosis of bacterial gastroenteritis. Clinical
microbiology reviews. 2015;28(1):3-31

Phoenix 100 ID/AST

* Becton Dickinson Co.

* Automatisertsystem for identifikasjon og
resistensbestemming av bakteriar.

Automatisert identifikasjon — pitfalls — Det nyttar fenotypiske testar i sine panel
. — Gram-negativt panel NID er aktuelt for tarmpatogene
P h oenix bakten?r. ) ) -
* 45 ulike substrat. Fluorescens og kolorimetrisk. 2-12 timar

Strategimotet 30.10.15 * E. coli, Salmonella, Shigella, Yersinia, Aeromonas,

Reidar Hjetland Plesiomonas og Vibrio spp.
Mikrobiologisk avdeling * Campylobacter inngar ikkje.

Helse Fgrde .

Oppgir 1 (og kun 1) ID nar >=90% sannsynleg

: [
Aktuelle studiar O'Hara 2006
0'Hara CM. Evaluation of the Phoenix 100 ID/AST system and NID panel for species lukka
identification of Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, and commonly isolated (ZIELEER DA 507 456(89,9) 10(3,9)
nonenteric gram-negative bacilli.  Clin Microbiol. 2006;44(3):928-33. acae generelt
XTI 0 29(%,7) 1(3,3)
w 34  26(76,5) 1(2,9) 1(2,9) 7(20,6) 7/34identif somE. coli
Ein guideline som omfattar automatiserte id-system
ETTTMEN 0 50l +(40)

Cumitech 12A: Humphries RM, Linscott Al. Laboratory diagnosisof bacterial e 24 18(66,7) 6(33,3) 2/11Y. enterocolitica
gastroenteritis Clinical microbiology reviews. 2015;28(1):3-31. - ’ ’ feilid. som Y. fredriksenii

Aeromonas  EUIEENA (V)] 4(40)

Elles finst det ei rekke studiar der div. tarmpatogene inngér :e"‘l’l'"“’":‘ SO fulio)
igellon
saman med mange andre Gram-negative. For sma tal for -

e TECCUOM 138 123(89,3) 7(51) 3(22)  5(36]
tarmpatogene til & konkludere. ;:’j:"(""" 138 123(83,1) 7(5,1) 3(2,2) (3.6)

tarmpatogene)
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O’Hara 2006, forts.

* Forfattaren konkluderer med at Phoenix ikkje
er eigna til identifikasjon av tarmpatogene
bakteriar, da det ikkje oppnar 90% korrekt
identifikasjon.

Eigne rgynsler

* Ved Fgrde Sentralsjukehus vert Phoenix ikkje
rutinemessig nytta ved identifikasjon av
Salmonella, men har blitt brukt ved Shigella,
Yersinia, Vibrio, Aeromonas og Plesiomonas.

* | 8 SLP-prgvar har det vore feil i 2 (Vibrio og
Shigella)

Aktuelle ringtestar
Fgrde
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Accmcem ictas Shpetve

Allc ?hccmix keed.
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?icuicmeem shigdicida Allc 7hccmix koedt

Yoieia ceicccchics

Vitac dgeclyica Shpetve

Yoaieia ceicecchics

St Y. celoocchics
(A?1 202: Y. paala)

Cumitech 12A (Humphrey et al 2015)

«lsolates that yield reactions consistent with
enteropathogens on these secondary screening media are
further identified using either a manual identification
system such as API 20E or an auto-mated identification
system such as MicroScan, Vitek2, Phoenix, MALDI-TOF MS,
etc. These systems perform well at identifying some
enteropathogens but fall short for others. For instance,
commercial systems are notoriously poor at the correct
identification of Vibrio species to both the genus and
species levels»

Forslag til konklusjon

Phoenix bgr ikkje brukast som einaste
fenotypiske identifikasjon av tarmpatogene
agens. Den kan evt. brukast som supplement til
andre metodar (3-rgyrs-forgjeering o.l.), men da
med kritisk vurdering av resultatet opp mot
klinikk og andre testar. Referanselaboratorium
bor nyttast liberalt.
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Dyrkningsbasert diagnostikk

Haima Mylvaganam, Haukeland Universitetssykehus

Dyrkning er viktig for a fa tak i de patogene bakterie-isolatene for videre karakterisering, inkludert
identifikasjon av serovar/serogrupper som er assosiert med sykdom og eventuell resistensbestemmelse.
| tillegg er isolatene tilgjengelige for type-bestemmelse med henblikk pa epidemiologi og eventuell
utbruddsavklaring samt spesialundersgkelse knyttet til virulens og lignende. Derfor kan dyrkning ikke
erstattes av de nukleinsyre-basert metodene for patogen identifikasjon (1).

Generelt, gjelder fremdeles anbefaling fra strategirapporten fra 1996 om dyrkningsdiagnostikk, som
samsvarer med anbefaling i andre europeisk land samt WHO (2,3,4,5). Utviklingene i metoder for
identifikasjon i de siste 19 arene har fgrt til en hurtigere og enklere identifikasjon av tarmpatogene
bakterier. De fleste laboratoriene vil ha gatt fra manuelt oppsett av biokjemiske reaksjoner til
systematiserte biokjemiske tester (API-20E/Vitek/lignende) eller protein-basert diagnostikk (MALDI-TOF)
og bruker supplerende nukleinsyrebasert diagnostikk (16S rDNA sekvensering, D-tartrat gen pavisning).
Likevel brukes biokjemiske tester i noen spesielle tilfeller hvor de nye metoder ikke kommer til mal (eks.
for a skille mellom laktose negative E.coli og Shigella). Selektive medier som bruker biokjemiske
egenskaper for hurtig identifikasjon av tarmpatogene bakterier er kommersielt tilgjengelig, og kan vaere
nyttig ved utbrudd (eks. C. difficille, Salmonella), men disse ma valideres f@r de tas i bruk.

Pavisning av toksiner (eks. EHEC, C. difficile), virulensfaktorer eller genene som koder for disse (eks.
stx1/stx2, eae, bfp hos diaré fremkallende E. coli) er en viktig del av patogen identifikasjon. Pavisning av
disse patogene/virulens-egenskapene fra kolonier har hgyere sensitivitet og spesifisitet enn testing
direkte fra avfgring. Direkte pavisning fra prgver, som gir et hurtigere svar, bgr kombineres med
samtidig dyrkning, for & fa bade hurtig identifikasjon og god sensitivitet og spesifisitet (6).

Seleksjon (immunomagnetisk separasjon (IMS), selektive medier) av relevante serogrupper innen en
species (eks. EHEC), etterfulgt av videre dyrkning og identifikasjon kan vaere en fordel, szerlig ved lave
konsentrasjoner av patogene bakterier eller nar disse er blandet med ikke-patogene bakterier (7), men
er kanskje lite relevant for kliniske prgver med antatt hgyt antall patogene bakterier.

Den oppdaterte versjon av Strategimgterapporten, dreier seg om tarmpatogene E. coli (EHEC og EPEC)
som viser til et stadig gkende antall av EHEC infeksjoner i 2007 i Norge. Utvidet indikasjoner for
undersgkelse med henblikk pa EHEC og EHEC-LST finnes pa side 96 i rapporten. Informasjon via
litteratursgk er i samsvar med dette men det kommer ogsa frem at EHEC undersgkelsen ikke bgr
begrenses til blod i avfgring, bestemt aldersgruppe eller sesonger (5). Videre er det belyst i rapporten at
andre serogrupper enn 0157:H7 har blitt assosiert med EHEC infeksjon i de siste arene, og
undersgkelsen for kun 0157:H7 vil dekke kun en tredje del av alle EHEC tilfellene. Derfor bgr vi ha en lav
terskel for EHEC undersgkelse, primaer utsaed pa et selektivt medium som laktoseskal og eventuelt et
anrikningsmedium for E. coli, og diagnostikken bgr baseres fgrst pa identifikajon av E. coli, pavisning av
toksiner eller toksin-genene, og deretter skal EHEC isolatet serotypes.

Det gnskes a presisere behov for a bli Ispende oppdatert innen tarminfeksjoner, inkludert
utbruddsituasjoner, endring i epidemiologi, som pavirker fecesdiagnostikk, som for eksempel referansen
publisert i 2015 om Cholera vibrio (8). Med stadig gkende antall avimmunsupprimerte pasienter, bgr
undersgkelsen for Plesiomonas foretas. Det stilles stadig spgrsmal stadig om identifikasjon av Listeria
monocytogenes i avfgring. Dette anbefales ikke som indikator for Listeriose (9,10). Toksinproduserende
C. difficile bgr dyrkes med tanke pa typing/epidemiologi. Undersgkelse for moxifloxacin resistens kan
anvendes som grov markgr for CD027, men krever konfirmasjon med toksinbestemmelse og PCR-
ribotyping.
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Anbefaling til Strategimgtet:

Dyrkningsbasert diagnostikk er viktig for videre karakterisering som er ngdvendig for a kunne si noe om
risiko for alvorlig sykdom, for deteksjon av utbrudd, og i smitteverngydemed. Dyrkningsuavhengig
screening bgr derfor etterfglges av dyrkningsbasert isolering og karakterisering. Hovedprinsippene fra
1996-rapporten kontinueres.

Referanser:

el A

http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm6409a4.htm
http://dskm.dk/Mave-tarminfektioner-2012.pdf
http://referensmetodik.folkhalsomyndigheten.se/w/Huvudsida#Infektionsdiagnostik
https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/343955/B 30i
8.1.pdf
http://www.antimicrobialresistance.dk/data/images/protocols/gfn%20stool%20culture-
nov2010.pdf

http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/rr5812al.htm
http://www.antimicrobialresistance.dk/data/images/protocols/e%20coli%20methods.pdf
Updated Global Burden of Cholera in Endemic Countries. Mohammad Ali, Allyson R. Nelson,
Anna Lena Lopez, David A. Sack. Published: PLOS Neglected tropical diseases. June 4, 2015. DOI:
10.1371/journal.pntd.0003832
http://www.acog.org/Resources-And-Publications/Committee-Opinions/Committee-on-
Obstetric-Practice/Management-of-Pregnant-Women-With-Presumptive-Exposure-to-Listeria-

monocytogenes

10. http://www.cdc.gov/listeria/diagnosis.html
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Dyrkningsbasert faeces-diagnostikk ‘

Hvorfor ma vi fortsette med dyrkning

Isolasjon av patogene bakterier

— Péavisning avprotein/gener for toksiner/virulensfaktorer
— Resistensbestemmelse

— Utbruddsundersgkelse

Endringer fra forrige strategimgte

Lettere og hurtigere artsidentifikasjon
‘Emerging’ infeksjoner, eks. C. upsaliensis, Plesiomonas

Lettere tilgangtil oppdatertepidemiologisk situasjon nasjonalt og
internasjonalt (Mikinfo; ECDC/CDC/WHO)

ielle/spesifikke probl
EHEC/STEC: Dersom ikke «flatscreening» er det avgjgrende med kliniske
opplysning
Dyrkning av toksinproduserende C. difficile

stillinger

Screening for Listeria som indikator for Listeriose: Nei

Seleksjon av bakterier (IMS): ansees ikke ngdvendig for 2. HELSE BERGEN
kliniske prover

Dyrkning av EHEC/STEC

Indikasjon for undersgkelsen
— Flat screening?
— Blodig diare?
* Hva om man paviser andre patogene som sannsynlig arsak til
blodigdiare?
— Alderskriterium?
« Barnog eldrestorre risiko for alvorligklinikk HUS
Medier
— Laktose-/MacConkey/ andre diferrensierende medier

* Ved bruk av Sorbitol-skal ma bade sorbitol-negative og
positive kolonier testes for toksiner assosiert med EHEC/STEC

— Anrikningsmedier for E. coli/seleksjon av bestemte serotypene
assosiert med EHEC kan vurderes

%+ HELSE BERGEN
37 Mg et

Konklusjon

Hovedprinsippene om dyrkningsbasert diagnostikk fra 1996-
rapporten kontinueres
Kultur-uavhengige metoder ma valideres mot dyrkningsbasert
diagnostikk
Dyrkningsuavhengig screening bor etterfplges av
dyrkningsbasertisolering og karakterisering av smittestoff
— Dyrkningshasert diagnostikk er gull-standard mht. spesifisitet
— Vurdere risiko for alvorlig sykdom
— Smittevern (deteksjon og oppfelging av utbrudd)

%+ HELSE BERGEN
ElH
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Abstract & lysbilder: Resistens

Resistensbestemmelse av enteropatogene bakterier - hvilke og
hvordan?

Arnfinn Sundsfjord. Avd. for mikrobiologi og smittevern, Universitetsykehuset i Nord-Norge, Institutt for
medisinsk biologi, Universitetet i Tromsg,

Generelle vurderinger
Resistensbestemmelse av sykdomsfremkallende bakterier kan ha flere formal:
1. Asannsynliggjgre effekten av valgt antimikrobiell terapi hos enkeltpasienter.
2. Pavisning av utvalgte resistensmekanismer som kan kreve spesifikke smitteverntiltak
3. Epidemiologisk overvakning i en lokalt, nasjonalt og internasjonal kontekst og hvor resultatene
danner grunnlag for empirisk bruk av antibiotika og spesifikke tiltak.

Pasientrelaterte indikasjoner for resistensbestemmelse er avhengig av det kliniske bildet og den aktuelle
mikrobe. Behovet for en rask, veiledende resistensbestemmelse vil variere og veere stgrre for
enteropatogene bakterier som kan forarsake invasiv sykdom slik som Salmonella og Shigella spp.. Hos
slike bakterier kan ogsa resistensprofilen veere mindre forutsigbar pa grunn av den gkte forekomsetn av
multiresistens hos Gram-negative tarmbakterier.

Det bgr ogsa kommenteres at rapportering av resultater fra resistensbestemmelser kan oppfattes som
en oppfordring til bruk av antimikrobielle midler uten at det ngdvendigvis foreligger indikasjon for
behandling. Generell (alle undersgkte antibiotika) eller selektiv (utvalgte antibiotika) rapportering med
veiledende kommentarer anbefales derfor.

Agardiffusjonsmetoden ad modum EUCAST anbefales som standardmetode for resistensbestemmelse
med mindre spesifikke anbefalinger for enkeltspecies eller spesifikke kombinasjoner av bakterieart og
enkeltantibiotika er angitt (1-3). Ulike MIC-metoder (buljongfortynning, gradienttest, agarfortynning) er
i slike tilfeller aktuelle.

De enkelte enteropatogene bakterier: metoder og antibiotikavalg

Campylobacter

Behandling med antibakterielle midler er sjelden indisert ved Campylobacteriose. Ved pavirket
allmenntilstand eller langvarig diaré anbefales erytromycin evt. azitromycin. Resistens mot
fluorokinoloner er utbredt, men kan ogsa brukes etter resistensbestemmelse. Resistensbestemmelse
anbefales med selektiv rapportering.

Anbefalt metode: EUCAST agar-diskdiffusjonsmetode (1, 2).

Antibiotikapanel: Brytningspunkter for agar-diskdiffusjonsmetode er etablert for erytromycin,
ciprofloxacin og tetracyklin. Felsomheten for azitromycin predikeres av erytromycin. Andre antibiotika
vil ogsa vaere aktuelt ved bakteriemi og er avhengig av korrekt speciesdiagnostikk. Det henvises til
spesiallitteratur (4, 5). C. jejuni og C. coli er resistente mot betalaktamantibiotika med unntak av
imipenem. Ved behov for utvidet resistensbestemmelse ma MIC-metode benyttes.

Helicobacter pylori
Det anses viktig at resistensmgnsteret for H. pylori overvakes da det vil kunne fa konsekvenser for
anbefalt terapi. Alle isolater bgr resistensbestemmes.

Anbefalt metode: MIC-metode etter prosedyrer fra leverandgr. Standardisert agar-diskdiffusjonsmetode
er ikke etablert (1, 2).

Antibiotikapanel: amoxicillin, klaritromycin, levofloxacin, metronidazol, rifampicin, tertacyklin.
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Salmonella

Salmonellaenteritter gar ofte spontant over i Igpet av noen dager og skal vanligvis ikke behandles med
antibakterielle midler. Antibakterielle midler kan forlenge symptomer og indusere baerertilstand ved a
pavirke tarmfloraen. Rutinemessig resistensbestemmelse av fekale Salmonellaisolater anbefales ikke for
behandlingsformal. Eventuelt utfgres resistensbestemmelse med selektiv rapportering og kommentar.
Resistensforholdene er uforutsigbar pa grunn av gkende forekomst av multuresistens. Fgrste- og andre
generasjons cefalosporiner og aminoglykosider ansees ikke egnet i behandlingen av Salmonella-
infeksjoner (4)

Typhoid- og Paratyphoid: Alle isolater skal resistensbestemmes og rapporteres sa snart som mulig.
Anbefalt metode: Agardiffusjonsmetode (1, 2).

Antibiotikapanel: Amipcillin, trimetoprim-sulfametoxazol og ciprofloxacin som et minimum. Utvidet
resistensbestemmelse med azitromycin, cefotaxim, ceftazidim og meropenem ved sykehusinnleggelse
for pavisning av eventuell ESBL-produksjon som vil ha konsekvenser for terapi og smittevern.
Ceftriaxone kan veere et aktuelt preparat i behandlingen hos barn. Fglsomheten for ceftriaxon fglger
felsomheten for cefotaxim.

Shigella

Symptomatiske Shigella-enteritter skal som hovedregel behandles med antibakterielle midler.
Terapivalg avhenger av resistensforholdene. Multiresistente stammer er vanlig. Alle isolater bgr derfor
rapporteres med resistensbestemmelse. Fgrste- og andre generasjons cefalosporiner og
aminoglykosider ansees ikke egnet i behandlingen av Shigella-infeksjoner (4)

Anbefalt metode: Agardiffusjonsmetode (1, 2).

Antibiotikapanel: Amipcillin, trimetoprim-sulfametoxazol og ciprofloxacin som et minimum. Utvidet
resistensbestemmelse med azitromycin, cefotaxim, ceftazidim og meropenem ved sykehusinnleggelse
for pavisning av eventuell ESBL-produksjon som vil ha konsekvenser for terapi og smittevern.
Ceftriaxone kan veaere et aktuelt preparat i behandlingen av hos barn. Fglsomheten for ceftriaxon fglger
felsomheten for cefotaxim.

Yersinia

Ved ukompliserte enteritter foreligger ikke sikre indikasjoner for antibiotikabehandling.
Resistensbestemmelse anbefales med selektiv rapportering og veiledende kommentar. Y. enterocolitica
har kromosomale betalaktamaser som gjgr de iboende resistente overfor penicilliner (4).

Anbefalt metode: Agardiffusjonsmetode (1, 2).

Antibiotikapanel: cefotaxime, ciprofloxacin, gentamicin, kloramfenikol, tetracyklin, og trimetoprim-
sulfametoxazol.

Clostridium difficile

| lette tilfeller bgr man seponere all antibakteriell behandling. | moderate til alvorlige tilfeller kan man gi
metronidazol. Ved behandlingssvikt og i mer alvorlige tilfeller anbefales vankomycin peroralt eller
fidaksomicin.

Anbefalt metode: brytningspunkter for agardiffusjonsmetode er ikke etablert. MIC-metode anbefales (1,
2).

Antibiotikapanel: metronidazol og vankomycin.
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Andre bakteriearter: Plesiomonas, Aeromonas, Vibrio
Behovet for resistensbestemmelse ma vurderes i de enkelte tilfeller i forhold til den kliniske

prob
farm

lemstillingen. Species-spesifikke brytningspunkter er ikke angitt. Bruk av MIC-metode og
akologiske, arts-uavhengige brytningspunkter anbefales (1-2).

Anbefalinger til Strategimgtet:

Generell (alle undersgkte antibiotika) eller selektiv (utvalgte antibiotika) rapportering med veiledende
kommentarer anbefales. EUCAST-metodikk anbefales.

Refe

C. jejuni og C. coli: agar-diskdiffusjonsmetode, erytromycin, ciprofloxacin og tetracyklin

H. pylori: MIC-metode, amoxicillin, klaritromycin, levofloxacin, metronidazol, rifampicin,
tertacyklin

Salmonella og Shigella: agar-diskdiffusjonsmetode, amipcillin, trimetoprim-sulfametoxazol
ciprofloxacin, azitromycin, cefotaxim, ceftazidim og meropenem

Yersiniaenterocolitic: agar-diskdiffusjonsmetode trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacin,
cefotaxime, gentamicin, kloramfenikol, tetracyklin

Cl. Difficile: MIC-metode uten etablerte brytepunkter, metronidazol og vankomycin

ranser

1. The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST.
http://www.eucast.org/

2. Nordic Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing - NordicAST.
http://www.nordicast.org/

3. Arbeidsgruppen for antibiotikaspgrsmal — AFA. http://www.unn.no/afa/category10274.html

4. Manual of Clinical Microbiology 11 Ed. Jorgensen JH et al. (Editors), ASM Press 2015.

5. Ge B et al. Antimicrobial resistance in Campylobacter: susceptibility testing methods and
resistance trends. J Microbiol Methods 2013;95:57-67

Resistensbestemmelse
formal, metoder og rapportering

RESISTENSBESTEMMELSE - gjennomfgres * Formal:
og rapporteres pa HVILKE? — Veiledning for valg av antibiotika
— Smittevernhensyn
— Overvakning
* Metoder:
— EUCAST disk diffusjonsmetode (EUCAST-dd)
— MIC-metoder
— AFAs anbefalte resistenspaneler

Strategimgte i bakteriologi, Oslo, 30 oktober 2015

Arnfinn Sundsfjord

?j‘ UNIVERSITETSSYKEMUSET NORD-NORGE S5 Rapportering: ja, nei, selektiv med kommentar
i - daep

.
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Salmonella

* Test: Ja, EUCAST-dd

* Hvilke:
— AFA - standard: cefotaxim, ceftazidim, meropenem,
ciprofloxacin, trim-sulfa
— Utvidet: ceftriaxon, azitromycin (MIC) , kloramfenikol,
ciprofloxacin (MIC/perfloxacin)
* Rapporteres:
— Para-/typhoid: Ja
— Non-typhoid:

* Nei /Ja: selektivt med kommentar?

Shigella

* Test: Ja, EUCAST-dd

* Huvilke:

— AFA - standard: cefotaxim, ceftazidim,
meropenem, ciprofloxacin, trim-sulfa

— Utvidet: ceftriaxon, azitromycin (MIC),
kloramfenikol, ciprofloxacin (MIC)

* Rapporteres:
—Ja
— Ja: selektivt med kommentar?

Yersinia

* Test: Ja, EUCAST-dd

* Hvilke:

— AFA - standard: cefotaxim, ceftazidim, meropenem,
ciprofloxacin, trim-sulfa

— Utvidet: ceftriaxon, azitromycin (MIC) , kloramfenikol,
ciprofloxacin (MIC)

* Rapporteres:
— Nei
— Ja: selektivt med kommentar?

Campylobacter (coli og jejuni)

* Test: Ja, EUCAST-dd
* Hvilke:

— AFA: Erytromycin, ciprofloxacin

— Ved bakteriemi:

* Korrekt ID + utvidet panel med MIC-metode

* Rapporteres:

— Nei

—Ja: med kommentar

Clostridium difficile

* Test:

— selektivt ved terapisvikt/residiv?
— MIC-metode

* Hvilke:

— Vankomycin, metronidazol
* Rapporteres:

—Ja: med kommentar

ANDRE
Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas
¢ Test:
— Selektivt
— MIC-metode

* Hvilke:
— Aktuell litteratur

* Rapporteres:
— Ja: med kommentar
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Metodologiske utfordringer feces PCR-analyser

Jan Egil Afset, St.Olavs hospital

Pavisning ved PCR er vist a gi hgyere sensitivitet enn dyrkning for de fleste tarmpatogene bakterier. |
tillegg er PCR-metodikk mindre avhengig av erfaring hos den enkelte laboratorietekniker enn dyrkning.
Mange laboratorier vurderer derfor a ta i bruk PCR-metodikk til diagnostikk av tarmpatogene bakterier.
Valg av PCR-metode: Det er viktig & bestemme seg for om en vil benytte kommersielle metoder eller
etablere in-house metoder. Pa grunn av gkende krav til CE-merking og kvalitetskontroll av diagnostiske
metoder vil det for de fleste laboratorier veere mest naturlig a satse pa en kommersiell metode. Dersom
en likevel gnsker a satse pa in-house metodikk, feks basert pa publiserte PCR-metoder, vil det vaere
viktig a velge malsekvenser hos de aktuelle tarmpatogene bakterier som er mest mulig konserverte slik
at ikke genetisk polymorfisme skal hindre pavisning. Det vil ogsa generelt vaere gnskelig a satse pa
kromosomalt lokaliserte malsekvenser siden disse normalt er mer stabile enn plasmidlokaliserte
sekvenser. Likevel vil det for flere tarmpatogene bakterier vaere ngdvendig a benytte malsekvenser
lokalisert i plasmider fordi art, patotype eller bakteriens virulens er definert pa grunnlag av
plasmidlokaliserte virulensgener.

Dersom en satser pa en kommersiell PCR metode, ma en vurdere om en gnsker en metode som kan
kjgres pa de PCR-maskiner en allerede har i laboratoriet, eller om en har gkonomi til 3 kjgpe den
maskinvare som metoden krever. En ma ogsa vurdere hvilke agens en gnsker a etablere molekylaer
diagnostikk for siden ulike kommersielle metoder kan ha noe ulike testpaneler. | tillegg er det viktig a
veere klar over at enkelte kit ikke skiller mellom ulike varianter av gen, for eksempel stx1 vs stx2, It vs st,
etc. Enkelte metoder gir kanskje svar pa flere analyser/ agens enn en egentlig gnsker. En ma da vurdere
hvilke resultater en vil rapportere til kliniker. Et annet aspekt som er viktig a sjekke er logistikken i
proveoppsett knyttet til ulike metoder: hvor mange arbeidsprosesser/oppsett/plater/PCR-kjgringer
kreves per prgve etc.

Behov for anrikning: | en studie av de Boer et al (2010) fant man vesentlig flere tarmpatogene bakterier
ved PCR enn dyrkning, bortsett fra for Salmonella. Grunnen til at man ved PCR ikke fant flere av
sistnevnte bakterieart ble forklart med at dyrkning allerede var optimalisert for denne bakterien ved
anrikning i Selenit-buljong fgr utsaed pa fast medium. Ogsa for pavisning av enterohemorragisk E.coli
(EHEC) gir anrikning i dyrkningsbuljong, for eksempel MacConkey buljong, bedre sensitivitet og lavere
CT-verdier ssmmenlignet med direkte pavisning i feces (egne observasjoner). Valg av anrikningsmedium
er imidlertid problematisk: Selenit-buljong er godt egnet til anrikning av Salmonella, men hemmer
veksten av E.coli. Sistnevnte er en fordel nar en skal sa ut fra anrikningsbuljongen til fast medium for a
pavise Salmonella-bakterier i renkultur. MacConkey buljong angis ogsa a skulle vaere egnet til anrikning
Salmonella, men ga 10 X lavere bakteriekonsentrasjon enn Selenittbuljong da disse to buljongene ble
sammenlignet hos oss. For de fleste vil det vaere uhensiktsmessig a benytte to ulike anrikningsbuljonger,
sa en ma da velge hva som anses mest viktig: anriking av Salmonella eller E.coli. Det finnes ogsa andre
aktuelle anrikningsbuljonger (eks GBG buljong, de Boer 2015), men uten av vi har noen erfaring med
disse. Leverandgrer av kommersielle kit anbefaler vanligvis ikke bruk av anrikningsbuljong. En ulempe
ved bruk av anrikningsbuljong er at svartiden blir forlenget.

Forbehandling’: Valg av metode for forbehandling og ekstraksjon av DNA/RNA fra avfgringsprgver er
avgjgrende for hvor godt resultat en far. Kommersielle tilbydere anbefaler gjerne en spesifikk

7 bakgrunnen til vart valg av forbehandling til ekstraksjon bygger pa:
e deBoeretal. J.Clin. Microbiol. Nov 2010, P.4140-4146
. Diagnostic microbiology and invectious disease 69 (2011) 240 -244 (Groningen, Nederland)
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forbehandling og ekstraksjon for deres PCR-metode, men var er faring er at deres anbefalte metodikk
ikke ngdvendigvis gir optimalt resultat. Ingen forbehandlings- og ekstraksjonsmetode vil veere optimal
for alle typer tarmpatogene bakterier (ulik cellevegg hos Gram-positive og Gram-negative bakterier), og i
tillegg ma en ta hensyn til virus og parasitter dersom en ogsa gnsker a bruke ekstraherte nukleinsyrer fra
pragven for analyse av slike agens. Det er derfor viktig med en helhetlig vurdering av analysepanelet nar
en bestemmer hvilken forbehandling og ekstraksjonsmetode en vil satse p3, slik at en far en tilstrekkelig
god ekstraksjon for hvert agens. | tillegg vil forbehandling matte tilpasses den type
ekstraksjonsinstrument en har/vil benytte. Alle som vil etablere PCR-basert diagnostikk anbefales &
kontakte andre laboratorier som allerede har etablert slik metodikk for a kunne lzere av deres
erfaringer. Til forbehandling benyttes gjerne ulike kombinasjoner av koking, mekanisk knusing med
kuler, bruk av lysisbuffer, frysing/tining, og som nevnt over anriking i buljong for enkelte agens (se
litteraturliste).

Ved St Olavs Hospital har vi nylig giennomfgrt en sammenligning av fire ulike metoder for forbehandling
av avfgringspraver kombinert med ekstraksjon av RNA/DNA for bakterier, virus og parasitter pa et
EasyMag instrument (BioMérieux). Den protokollen som ga best resultat hos oss presenteres som
eksempel:

Dag0
e En ertformet mengde feces eller 3-4 draper (150-200uL) flytende feces tilsettes til et 1,5 ml rgr.
o Tilsett 200uL MBG-vann og 200uL lysisbuffer (Easymag, Biomerieux) til rgret.
e Vortex til feces er fullstendig opplgst eller totalt 1 min.
e Fryses ved -20°C overnatt.
e Inokuler feces i Selenittbuljong.
e Selenittbuljongen inkuberes ved 35°C i ca 16 timer.
Dagl

e Sentrifuger rgret (som har veert frosset overnatt) ved 13 000 rpm i 5 min.

e Overfgr 1) 200pL supernatant fra prgven som var frosset og 2) 50ul fra selenittbuljongen som
har veert inkubert overnatt, til 2 ml lysisbuffer.

e Vortex.

e Inkuber 10 min ved romtemp (lysering).

e Prgven ekstraheres sa med utvidet vaskeprotokoll i forhold til standard ekstrahering pa
EasyMAG (Spesific B protokoll med off-board lysis).

Inhibisjon-internkontroller: Det er velkjent at avfgring inneholder mange faktorer som hemmer DNA-
polymerasen. Selv om en ved moderne ekstraksjonsmetoder har redusert dette problemet, er det viktig
a benytte internkontroller som kan identifisere prgver hvor PCR-reaksjonen hemmes.

Svarrapportering: Ved rapportering av PCR-resultat er det viktig & angi i svaret at det er et bestemt gen
som er pavist. | de fleste tilfelle vil dette vaere ensbetydende med en bestemt bakterieart. Gener
lokalisert i mobile genetiske elementer kan finnes i ulike bakteriearter, og dette ma en ta hensyn til i
svarrapporten: for eksempel vil funn av stx og eae-gener kunne bety at det finnes en EHEC med stx og
eae i prgven, men det kan ogsa vaere at stx-genet er fra en fri bakteriofag eller fra en annen bakterie enn
E.coli, eller at stx og eae finnes i ulike E.coli. | de to siste alternativene vil funnets kliniske betydning
veere usikker. | slike tilfelle vil det vaere viktig & kunne verifisere funnet av virulensgener i renkultur av

e Anbefalt forbehandling av feces fra BioMerieux. (Spesific B ekstraksjonsprotokoll)
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E.coli. Ved besvaring er det viktig & presisere om det er gener i blandingsflora eller om en har funni
renkultur.

Anbefaling

Det finnes flere publiserte metoder for forbehandling og ekstraksjon av avfgringsprgver for PCR-
pavisning av tarmpatogene bakterier, og kommersielle aktgrer anbefaler gjerne en bestemt metode for
sine kit. Nar en skal velge metode for forbehandling og ekstraksjon bgr en ha hensyn til om en kun vil
benytte metoden for tarmpatogene bakterier eller om en ogsa vil inkludere virus og parasitter. | tillegg
ma en vurdere hva kit-leverandgren anbefaler, hvilke instrumenter en har tilgjengelig i laboratoriet,
samt sjekke litteratur og innhente erfaringer fra laboratorier som allerede har etablert slik metodikk.
Endelig bgr en gjgre en egen validering. Det forventes at det vil skje en betydelig optimalisering av
metoder for forbehandling og ekstraksjon av fecesprgver for PCR-basert diagnostikk i de kommende ar.
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Valg av PCR-metode

* For de fleste laboratorier vil det vaere mest
hensiktsmessig a satse pa kommersiell PCR-
metodikk?

* Nar en skal velge PCR-metode for analyse av
et panel av tarmpatogene agens er det viktig a
vurdere logistikken mht prgveoppsett, hvor
mange arbeidsprossesser/oppsett/plater og
PCR-kjgringer som kreves

Forbehandling av prgven

* Anrikningsbuljong
— For best mulig sensitivitet for pavisning av

Salmonella anbefales bruk av anrikningsbuljong.
Selenitbuljong er egnet bade for PCR og dyrkning.

— Det er enda ikke avklart hvilken type buljong som
vil gi anrikning av flest mulig av aktuelle
tarmpatogene bakterier.

Forbehandling av prgven

* Annenforbehandling

— Mange alternativer & velge mellom
* Eks: koking, mekanisk knusing, lysisbuffer, frysing/tining

— Ingen forbehandling eller ekstraksjonsmetode vil vaere
optimal for alle typer tarmpatogene bakterier,
parasitter og virus

— En ma velge metode for forbehandling og ekstraksjon
basert pa
* kit-leverandgrens anbefaling, men ogsa
* hvilke mikrobielle agens som det skal undersgkes for
* hvilke instrumenteren har
* hvaandre laboratorier har erfartat fungerer

Inhibisjon-internkontroll

* Det er vel kjent at avfgringsprgver inneholder
mange ulike komponenter som hemmer DNA
polymerase

* Det er derfor viktig a inkludere en
internkontroll i hver prgve for & kunne vurdere
grad av inhibisjon av PCR-prossessen

Erfaring fra St Olavs Hospital

* Dago0
— En ertformet mengde faceseller 3-4 draper (150-200pL) flytende
faeces tilsettestilet 1,5ml ror.

— Tilsett 200uL MBG-vann og 200uL lysisbuffer (Easymag, Biomerieux)
til rgret.

— Vortex til fa=ces er fullstendig opplgsteller totalt 1 min.

— Frysesved -20 °C overnatt.

— Inokuler fzces i Selenittbuljong.

— Selenittbuljongen inkuberes ved 35°C ica 16 timer.

* Dagl

— Sentrifuger rgret (som har veert frosset overnatt) ved 13 000rpm i 5
min.

— Overfgr 1) 200ul supernatantfra prgven somvar frossetog 2) 50ul fra
selenittbuljongen som har vaert inkubert overnatt, til 2 ml lysisbuffer.

— Vortex.

— Inkuber 10 min ved romtemp (lysering).

— Proven ekstraheres sa med utvidet vaskeprotokolliforhold til standard
ekstrahering pa EasyMAG (Spesific B protokoll med off-board lysis).

Svarrapportering

* | svar til rekvirent er det viktig & skille mellom
funn av gener i bakterieisolat vs i
blandingsflora/avfgringsprove.

* Gen eller mikrobefunn som ikke anses klinisk
relevant (isolert eae, blastocystis, funn med
CT-verdi >40 etc)

— Kan vi tillate oss &la vaere a rapportere?
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Og endelig......

* Det forventes en betydelig optimalisering av
metoder for forbehandling og ekstraksjon av
feecesprgver for PCR-diagnostikk i de
kommende ar
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Valideringsresultater bred feces PCR-basert analyse

Ahus-resultater

Strategimgtet i bakteriologi
2015

Hva kan dyrkes ved positiv PCR?

Recovery of STEC isolates versus
stx Ct-value
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HS Tunsje, B Follin-Arbelet, AK Kvissel, TE Ranheim, TM Leegaard. Low detection rates of
Shiga toxin genes in human fecal samples by reak-time PCR. APMIS 2015; 123: 872-78

EPEC (eaeA)
v'243 Ridagene positive, 53 fjor. Det er 9,1% av praver.
v'224 bekreftet pa blending kultur (20 inko).
v'Renkulturkunfra 46 prever.

vKlinisk betydning av EPEC funn ift hvor mye tid vi kan bruke.
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CAMPYLOBACTER (16s)

v'Mestvanlig, 258 funn. Svak median Ct.

v'Vanskelig a dyrke - kun 52% av de PCR positive lot seg dyrke.

v'6 PCR positive som kunne ikke dyrkes ble bekreftet med annetPCR
v'Usikker betydning av de svakt positive/ikke bekreftede

¥v128 C. jejuni,6C. coli, 1 C. lari, 1 C. upsaliensis

CAMPYLOGAC TCR VOKST IFTCTACRSA
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Salmonella (ttr)

v'49 funn, 33 kunne dyrkes. (83 bl :
funnifjor). SAMONGLLADNTER CASLRSRO S VTR A B
vIngen dyrkes med Ct over 32. P Yye—— B

v 1 tilfeldig funn. e “

SRMONTLLAZIUTYS &

vVi brukerfortsatt selenitt buljong

prE———

SRMONTLLAINEANTS

P r———

SRMENTLACIRN

SRMONTLLASTANSY

prE———

prE———

SRMONELLAKENTLOKY

Shigella/EIEC (ipaH)

¥23 Shigellafunn, vanlig sterk Ct, menvanskelig 3 dyrke (40%).
v'4 S.sonnei, 6 S flexnerii

vIngen S. dysenteriae (eller S.boydii), eller bekreftet EIEC
v'80% med reise historikk. Mange har EPEC samtidlig
v'SensitivPCR
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Yersinia enterocolitica (ail)

v8funn, 6 er serotype 9, 1type 3
v'1 kunne ikke dyrkes
v Militeer utorudd

Drammen-resultater
Y folkehelseinstituttet
PCR Drammen (2015} Dyrkning Drammen (2014}
(Ethalvt3rfral.415ti30915]  (Ethalvt 3rfra1.4.14 til 30.9.14)
::?e"r p";’::’e % Antall prgver p"::i"e %
Prgver analysert (alle
lcampylobacter 1368 | 150 |11,00% 1261 120 | 3,50%
. . lsalmonelia 1365 30 |220% 1196 a7 | 3,90%
PCR-ScreenIng VS. dyrkn|ng lshizella/EIEC 1333 13| 1,00% 1333 s |o030%
[fersinia enterocolitica 1353 11 0,80% 1353 2 0,10%
EHEC 1350 15 [ 1,10%
Data fra Vestre Viken, Drammen EPEC 1350 | 97 [En20M
TeC 1330 38 | 2,90%
lGiardia 1340 26 | 1,90%
|Cryptosporidier 1346 21 1,60%
Entamgba histolytica 1365 2 [o15%
- 1350 | 403 [32,40% 1286 173 [13,90%

67
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Resultater fra St. Olavs Hospital

Forelg pige resultater fra validering av multiplex PCR for tarmpatogene bakterier,
parasitter og virus ved St Olavs Hospital i en fem-ukers periode (11/8-17/9-2015).
Multiplex PCR Rutine/ verifi kagon™™
Agens® Antall prawver | Postve funn %% Antall prgver| Pos tive funn %%
Gmpylobacter =45 =5 101 EEE B85 125
Salmonelia =3 45 47 &4 35 52
|Shi gel I3/EIEC S35 3 Q 3 S41) 0 Q0
Yersinia enterocoitic =35 11 12 &43 6 Qs
EHEC 245 200 2.1 134 20 103
£PEC S35 145 5.4 134 &8 351
ETEC =35 25 31 43 i8 415
EAEC S35 == 7.2 O 0
Areomonas {funn me d CT verdi <40} 245 15 17 1
Vibric {funn med CT verdi <40} =35 Ef Q5| 0
Gardia =3 11 12 140 & 43
Cryptosporidier S35 15| 15 15 El 563
Entampbs histolytica a5 O Q.0
C difficile =35 73 7.7 304 70 230
Norovins G Sas 12 13 2500 10 3.4
Norovirs Gl 23] 3 FE 250 10 34|
Rotavirus 4z G Q& 135 6 44|
Astrovirus S35 O Q0 130 0 Q0
Sapovirus =35 5 Q5
Adenovirus {40 41) 245 1] Q1 130 15 115
SUM =35 2425 451
*aAlglex~Carroirizitral Maccl Jlveia) 2 (%aktlcg S (2alt ) Aazay e Scogeme, TOARTENS Paran e Sioel Tarmcl 0t
Bicgharm; ** sl yac (Eykrmirg im-Bouac Xoclicr i® mkeakese ) crtcr mkumt peimaet clicr get oge fure | muliglcx?cx
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Hvilke positive funn ved dyrkningsuavhengige tester skal
generere dyrkning mht epidemiologisk overvakning og
smitteverntiltak?

Peter Gaustad

Feces-diagnostikk er basert pa tradisjonelle metoder som dyrkning, mikroskopi og toksinpavisning. Vi
er inne i et skifte nar det gjelder metodevalg. Dyrkning er fortsatt mest brukte metode, men antigen
tester er i bruk og noen fa laboratorier har tatt i bruk molekylaer mikrobiologiske metoder for
screening av feces, og flere er i planlegningsfase.

Bruk av ikke dyrkningsbasert fecesdiagnostikk medfgrer at flere etiologiske agens testes i et oppsett
med direkte, kvalitativ pavisning. PCR-undersgkelser har hgy spesifisitet og hgy sensitivitet og paviser
levende og dgde mikrober. Prgver kan vaere positive som ved tradisjonell diagnostikk er negative.
Ved bruk av ikke dyrkningsbasert screening av feces ma prgvene oppbevares inntil resultatet av
undersgkelsen foreligger, slik at dyrkning kan utfgres pa positive prgver. Laboratoriet bgr derfor ha
valgt et egnet transportmedium for PCR undersgkelse og dyrkning.

Epidemiologisk overvakning: Siden ikke dyrkningsbasert fecesdiagnostikk paviser ogsa dgde
mikrober/bakterier er denne diagnostikken ikke egnet nar det behov for levende agens til
detaljkarakterisering for & detektere utbrudd og a se pa epidemiologi eller resistenstesting. Ved funn
av agens som vist i tabell 1 (Campylobacter spp kun ved alvorlig sykdom/utbrudds mistanke?) samt
Cl. difficile, ma undersgkelsen suppleres med dyrkning samme dag. Hvis prgven er flere dager
gammel bgr det vurderes om det skal bes om ny prgve. Pavist isolat kan da brukes til videre
karakterisering, evt resistensbestemmelse og innsending til FHI som vanlig.

Ved PCR positiv pa Salmonella ssp gjgres dyrkning for a typebestemme ved primaer laboratoriet med
hensyn til invasive stammer. For Cl. difficile sendes faeces eller isolat til referanselaboratorium pa
OUS-Rikshospitalet for nzermere karakterisering. Alle eller kun ved mistanke om utbrudd?

Ved positiv EHEC ma det alltid gjgres tilleggstest for a differensiere mellom stx1/Stx1, stx2/Stx2, og
positive stamme isoleres. Ved HUS eller utbruddsmistanke (1 tilfelle HUS = utbrudd) skal ogsa eae
positive stammer fra screenede personer dyrkes siden de kan representere stammer som har mistet
stx1/Stx1, stx2/Stx2.

For Yersiniaenterocolitica ma man vite om det er patogen serotype — md derfor alltid utfgre
dyrkning? Om dyrkning er ngdvendig er avhengig av primer valg ved PCR. PCR som paviser ail-genet
er tilstrekkelig?
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Tabell 1: Agens som ved positiv PCR krever dyrkning og
skal sendes til referanselaboratorium

Salm. Typhi

Salm. Paratyphi
Shig. dysenteriae 1
EHEC

Shigella sp. (andre enn Shig.dys.1)
EIEC

Salmonella sp. (andre enn tyfoid- og paratyfoidgruppen)

Vibrio cholerae

Campylobacter spp.

Yersiniaenterocolitica

Smittevernstiltak: skal alle pasienter hvor faecesprgven er dyrknings negativ, men PCR positiv,
oppfattes a utgjgre en smitterisiko, eller bare agens hvor smittedosen er lav (EHEC, EIEC, Shigella)?
Velge dyrkning ved hjelp av Ct verdier? For S. Typhi, S. Paratyphi er man avhengig av isolat for
artsdiagnostikk siden PCR kun angir Salmonella ssp. EHEC: PCR positiv/dyrkningsnegativ. Hvordan
avgjgre om stx2/Stx2 positiv som skal ha strengere smittevernsopplegg enn stx1/Stx1 positive?
Tillegstest for stx2/Stx2 positiv?

Alltid bruke PCR som primaer test pa agens med liten smitte dose?
Hvor lenge utgjgr pasienten en smitterisiko nar PCR positiv/dyrknings negativ?

Anbefaling til Strategimgtet: Ved bruk av ikke dyrkningsbasert fecesdiagnostikk bgr prgvene
oppbevares inntil resultatet av undersgkelsen foreligger, slik at dyrkning kan utfgres pa positive
praver. Dyrkning bgr giennomfgres pa alle posititve prgver, men funn av sveert hgy Ct-verdi tilsier at
det er liten sannsynlighet for a lykkes.

Hilke positive funn ved dyrknings Hva undersgkes faeces rutinemessig

uavhengige tester skal genere dyrkning mht pa?
epidemiologisk overvakning og
smitteverntiltak?

Parasitter
Peter Gaustad

Akutt diaré — hvilke agens er hyppigst?
Virus: hyppigst, men minst testet pa.

Norovirus, Rotavirus

Bakterier: hyppigst testet pa, men positivt 1-

10% avtilfellene. CI. diffidle viktig ogsa utenfor
sykehus.

Parasitter: vannbarne som Giardia og
Cryptosporidier litetestet pa.

70



Abstract & lystbillder: PCR-utfordringer

Dyrkningsuavhengig diagnostikk i faeces prgver
Ikke dyrkningsbasert faecesdiagnostikk

mmﬁagmk Antigen pavisning

* Flere etiologiske agens i * 1-2 agensperoppsett
et PCR oppsett (Multiplex « Direkte, kvalitativ pavisning
real-time PCR) * Paviserlevende ogdode

* Direkte, kvalitativ mikrober
pavisning . ?E;f;f;s::ee-togsens'ﬁm'kkea itid

* Péviser levende og dode
mikrober

* Hoy spesifisitet
* Hoy sensitivitet

Aktuelle bakterielle Gl paneler for
molekylzer diagnostisk mikrobiologi

Bakteriepanel i faeces

Campylobacter spp Bakteriell agens
Salmonellaspp
Shigellas * Salmonella

gellaspp Typhi EHEC)
Y. enterocoltica o EIEC

* Andre

EHEC Salmonellaarter  EPEC
EPEC Shigella ETEC
EIEC, . N Campylobacter
Cl. difficiletoksin + Yersinia Clostridium difficile

. Listeriamonocytogenes
Vibriocholerae
Andre Vibrioarter

Bakterielle funn ved bruk av Gl panel
for molekylaer diagnostisk
* Tidsperiode: 01.08,2014— [Bakterie |PCR+ [Dyrk+ [Dyrk- |

20.10.2015 EPEC 1328 21 100
* Antall prever: 9865 Dyrknin (18%)

* Pos. for tarmpatogene i;:fm
bakterier: 3031 (33%)
Campylo 979

* Funnav 1 patogen (inklu
virus): 2423 (40%)

Yersinia 29

* Funnavmerenn1l EHEC 138 33 105
patogen (inklu virus): 484 (24%)
(5%) shigella/ 155 18 137
EIEC (12%)
Salmone 241 162 79
lla (60%)

* Ved bruk avikke dyrkningsbasert feces diagnostikk ma
provene oppbevares inntil resultatet av undersokelsen
foreligger slik at dyrkning kan utfgres pa positive prover.
Laboratoriet bor derfor ha valgt et egnet
transportmedium for PCR undersokelse og dyrkning.
Cary-Blair egnet? Alternativer?

* Dyrkning nodvendig for ytterligere undersokelser
(Resistenstesting og detaljkarakterisering for 4 detektere
utbrudd og & se pa epidemiologi av virulensfaktorer) ??

* Dyrkning: laktose + selektive skaler??

Dyrkning etter positiv PCR

* Kunde agens hvor det er ngdvendig for:
> Smitteoppfelging
> Epidemiologi
> Resistens bestemmelse
* EHEC
* Shigella sp.
EIEC

* Salmonella sp. (inkludert tyfoid- og paratyfoidgruppen)

Campylobacter spp.
Yersinia enterocolitica

Epidemiologisk overvakning

Campylobacter spp. Slekt tilstrekkelig. Videre
karakterisering og innsending til FHI kun ved alvorlig
sykdom/utbrudds mistanke?

Cl. difficile toksin:

* Kommersiell real-time PCR kan brukes som eneste
diagnostiske test.

¢ Ved utbrudd er dyrkning og innsending til RH for typing av
isolater anbefalt.

Dyrkning og innsending til FHI:
Salmonella spp, Shigella spp, Y. enterocolitica, EHEC, EIEC
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Smittevernstiltak: Anbefaling til Strategimgtet:

» Ved bruk avikke dyrkningsbasert fecesdiagnostikk bgr
Skal alle pasienter hvor faecesprgven er dyrknings negativ, men PCR prévene oppbevares inmtilresultatet av undersgkelsen
positiv, oppfattes 4 utgjore en smitterisiko, eller bare agens hvor ::::2536‘ slikat dyrkning kan utferes ps positive
smittedosen er lav (EHEC, EIEC, Shigella)?

Velge dyrkningved hjelp av Ctverdier? Funn av svaert hgy Ct-verdi » Dyrkning bgr gjennomfares pa alle positive prgver med
tilsieratdeterliten sannsynlighet fora lykkes. unntak avEPEC??, Campylobacter?? og C. difficile??.
For S.Typhi, S. Paratyphi er man avhengigavisolat for
artsdiagnostikk siden PCR kun angir Salmonella spp.

EHEC: PCR positiv/dyrknings negativ. Hvordan avgjere om stx2/Stx2
positivsom skal ha strengere smittevernsopplegg enn stx1/Stx1
positive? Tilleggstest for stx2/Stx2 positiv?

Alltid bruke PCR som primaer test pd agens med liten smittedose?
Hvor lenge utgjor pasienten en smitterisiko nar PCR
positiv/dyrknings negativ?
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Kontrollprgver

Jan Egil Afset

I henhold til Smittevernboka fra FHI anbefales kontrollprgver hos enkelte grupper av pasienter etter
funn av visse tarmpatogene bakterier. Siden det da kun vil veere av interesse a teste for gjeldende
bakterie, vil det gjerne bli uforholdsmessig dyrt a undersgke slike prgver for hele panelet av agens
som er inkludert i et kommersielt kit. Det vil i slike tilfelle vaere naturlig a tilpasse metoden til aktuelle
bakterie. Det vil da trolig vaere mest hensiktsmessig a benytte tradisjonell metodikk med dyrkning for
agens som Salmonella, Shigella, Campylobacter og Yersinia, mens det for tarmpatogene E.coli vil
kunne variere hvilken pavisningsmetode som vil vaere mest egnet. Dersom bakterien kan pavises
med for eksempel kromogenagar kan en slik agar benyttes for screening. Et annet alternativ kan
veere a benytte dyrkning med agglutinasjon med O-antisera dersom den aktuelle bakteriestammen
tilhgrer en av de vanlige O-serogruppene. Dersom bakterien ikke lar seg pavise med enkle
fenotypiske metoder kan det vaere ngdvendig a benytte PCR-basert pavisning av aktuelle
virulensgener etv kombinert med anrikning ved dyrkning, enten ved bruk av PCR-panelet som
benyttes i rutinediagnostikken eller en alternativ singel-PCR for aktuelle mikrobe/ virulensgen.
Hvilken metode som vil vaere best egnet ma vurderes i det enkelte tilfelle.

Ved funn av gastroenterittvirus og Clostridium difficile anbefales vanligvis ikke kontrollprgver. Nar en
likevel mottar kontrollprgver fra slike pasienter bgr laboratoriet vurdere om prgvene skal avvises.

Anbefaling

Valg av metode for diagnostikk av kontrollprgver bgr tilpasses aktuelle tarmpatogene mikrobe. For
vanlige tarmpatogene bakterier vil trolig pavisning ved dyrkning veere mest kost-effektivt, mens
pavisning av tarmpatogene E.coli oftest vil kreve kombinasjon av dyrkning og PCR-pavisning.

Anbefaling

* Smittevernbokaved FHI anbefaler kontrollprgver hos enkelte
grupperav pasienter etter funn av visse typer tarmpatogene
bakterier

Kontro I I P rgver * Valgav metode foranalyse av kontrollprever ma tilpasses den
aktuelle bakterie
— Dyrkningfor bakterier som kan enkelt pavises ved dyrkning

. , Shigellz, Campy ter, Yersinia

Jan Egil Afset * Andre bakterier som ogs kan pavisesved dyrkning (eg. EHEC 0157:H7 p3
C o Sk SMAC-agar/ kromogenagar)i kombinasjon med PCR

St Olavs Hos pita ‘ — Singel PCR for bakterier hvor pavisning baseres pa tilstedevarelse av
virulensgener, evt i kombinasjon med dyrkning
* EHEC (stx, eae), EIEC etc

* Laboratoriet bervurdere & avvise kontrollprgver ved allerede
diagnostisert Clostridium difficile infeksjon

73



Abstract & lysbilder: MSIS & E. coli

Melding til MSIS av atypiske EPEC og PCR alene positive
preover

Heidi Lange/Line Vold, Avdeling for infeksjonsovervikning, FHI

Antallet EHEC meldt til MSIS har gkt fra xx/ar i 20XX til xx/ar i 2015. Ogsa antallet meldte tilfeller av
EPEC, aEPEC, ETEC, EIEC, Campylobacter, Salmonella og Cryptosporidum har gkt. Mye av denne
gkningen kommer som en fglge av at flere og flere laboratorier benytter seg av en bred PCR-basert
screening (dyrkningsuavhengig diagnostikk uten funn i dyrkning).

Pridag er funn av eae meldingspliktig kun dersom det pavises sammen med enten Stx1 eller Stx2
eller ved dyrkning. PCR- pavisning av Cryptosporidium er meldingspliktig, men ETEC, EIEC,
Campylobacter og Salmonella er meldingspliktig kun ved dyrkning. Flere laboratorier som gjgr bred
PCR-basert screening melder likevel PCR pavisning av disse.

% folkehelseinstituttet

Formalet med MSIS

¢ Beskrive forekomsten av smittsomme sykdommer over tid og etter
geografiske og demografiske forhold

MSIS — * Oppdage ogbidratil oppklaring av utbrudd av smittsomme

meldingskriterier & DUD

sykdommer

* Girad til publikum, helsepersonell og forvaltning om
smitteverntiltak
Solveig Jore
8 * Evaluerevirkningerav smitteverntiltak
Avd. for infeksjonsovervakning
* Drive, fremme oggi grunnlag for forskning om smittsomme
sykdommers utbredelse og arsaker

MSIS - meldingskriterier

MSIS: DUD versus dyrkning

Meldingskriteriene: sist revidert 2014

Campylobakteriose, salmonellose, shigellose og yersiniose:
klinisk forenlig tilfelle med epidem tilknytning eller isolat

EHEC: klinisk forenlig tilfelle med epidem tilknytning eller
PCR

EPEC/ETEC/EIEC: isolat

Giardiasis, kryptosporidiose: klinisk forenlig tilfelle med
epidem tilknytning eller PCR

* Overvakingsa langt basert pa isolat for mange patogener

* Endring imetodikk: ikke sammenlignbart mht trender

* Folkehelsemikrobiologi
« Resistensbestemmelse
= Utbruddsdeteksion

Endring i patogener over tid

* Navarende handteringav meldinger basert pa DUD

- ForCampylobacter, EPEC/EEC/ETEC & Salmonelia: laget en egen xmistenits kategori nir PCR
meldes

(oykemeg\E e
2033 Compy: Tes{Dykmeg| BT (EN
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Smitteverntiltak

Norge i en saerstilling

* Hensikt: hindre videre smitte

* Naveerende tiltak er basert pa diagnostikk ved
dyrkning
— DUD mer sensitivt
— Klinisk relevans avfunn
— Virulens-epidemiologi eks. vaksiner

— Nar er man ikke smittefgrende lenger? Jf 5 negative EHEC
prever

* Godt forankret innsending til ref.lab jf forskrift
om meldingssystem for smittsomme
sykdommer

* God forstaelse isolat-dyrkning
— Pasientbehandling: resistens

— Virulensmarkgrer/smittevern rundt
enkeltpasienter

— Folkehelsemikrobiologi

Europa

* Varierende tradisjon & lovverk mhp
innsending til reflab

» Dyrkningsuavhengig diagnostikk (DUD) skyver
vekk dyrkning ?

* Noen land endrer meldingskriterier
* Videre rapportering til ECDC
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E. coli kapittelet fra 2011 - behov for nye endringer?

Tabell. Handtering av positiv STEC/EHEC innledende undersgkelse
Primaerlab-handtering
) sende reflab Initiale Oppflg.préver nar svar fra Smitteobpsporin
Isolere + agglutinere Melde oppflg.prover Ref.lab Ppsporing
(026-103-145-157)  Renkultur Blanding* MSIS
Diaré nei nei nei nei intet ikke relevant nei
o : . : . . . avhenger av Ref.lab svaret og )
Blodig diaré ja, hvis barn ja nei nei intet Klinisk vurdering (diff.diagnoser) nei
HUS ja, uansett alder ja ja ja ja ja ja
eae-pos Utbrudd/tllfell i bhg
alene |stx2
- index-casus: . . . . . .
o nei nei nei nei nei ikke relevant
diaré
- index-casus: 5 5 nei nei nei (er i situasjon
blodig diaré J J Hvis bekreftet identisk med smitteoppsporing)
- index-casus: ) . i ) . index-isolat
HUS ja ja ja nei nei
Ja hvis stx2a, stx2c, stx2d
Uavhengig av klinikk .
stx2 . . ja ja ja ja ja
og situasjon
Nei hvis stxb, stx2e, stx2g
. . . . . . hvis 026:H11 eller 0103:H2 hos
diaré ja ja nei ja intet ?
barn?
blodig diaré ja ja nei ja ja, hvis barn ja, hvis barn? ?
stx1
HUS ja ja ja ja ja, uansett alder ja, uansett serotype og alder ja
Utbrudd/tilfelle i b.hg o o nei o 5 o (er i situasjon
HUS + stx1 J J J J J smitteoppsporing)
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Gradert smittevern ved EHEC

Heidi Lange/Solveig Jore/Line Vold, Avdeling for infeksjonsovervikning FHI

Infeksjon forarsaket av EHEC kan gi ulik sykdomsutvikling og alvorlighetsgrad. Det kan variere fra
et asymptomatisk forlgp eller ukomplisert diaré til alvorlige tilfeller av massiv blodig diaré. | 10-
15 % av tilfellene, saerlig hos barn, eldre og immunsupprimerte, kan infeksjonen gi utvikling av
hemolytisk-uremisk syndrom (HUS) som kan veaere dgdelig. Sannsynligheten for at infeksjonen
kompliseres med HUS, er primaert avhengig av bakteriens virulensprofil, men ogsa vertsfaktorer
som alder og immunologiske forhold er av betydning.

EHEC utgjgr en betydelig utfordring for smittevernet bade gkonomisk i form av fraveer fra jobb, enten
i forbindelse med yrkesrelatert smittefare eller som forelder, og psykisk i form av pakjenninger pa
familier med barn som ma holdes hjemme fra barnehage over lengre tid. Det er derfor viktig at
smittevernet differensieres mellom HUS assosierte EHEC og andre mer lavvirulente EHEC.

Vi foreslar derfor at pasienter med lavvirulente EHEC, det vil si de som bare har Stx1 og ikke blodig
diaré kan returnere til jobb og barnehage to dager etter avsluttet diaré. Pasienter med HUS-
assosiert EHEC, det vil si de med Stx2, blodig diaré og Stx1, eller serotype 0157, 026, 0145 bgr
ha 3-5 negative avfgringspregver fgr de kan returnere til barnehabe eller jobb (hvis
matproduksjon eller servering). Dersom videre typing av isolatet ved referanselaboratoriet viser
at Stx2 subtypen er 2b, 2e eller 2g og pasienten ikke har hatt blodig diaré, kan pasienten
returnere til jobb eller barnehage to dager etter avsluttet diaré og oppfalgingspraver er ikke
ngdvendig.

% folkehelseinstituttet % folkehelseinstituttet

Gradert smittevern ved Og - handtering i lab/
EHEC/STEC? ny revisjon E. coli kapittelet?

Astrid L. Wester

Avd. for infeksjonsovervakning
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- B Dk: HUS-ass. VTEC

HUS associerede VTEC

VTEC kan opdeles i henhold til O gruppe/serotype, toksintyper samt andre
virulensfaktorer. De hyppigst forekommende O grupper er 026, 0103, 0117, 0145,
0146 og 0157 - tilsammen udgor disse O grupper 64 %, men det er kun undertyper af
visse O grupper, der ofte er associeret til HUS. Sandsynligheden for, at en infektion
kompliceres med HUS er primart bestemt af virulensprofilen, men der er ogsa
begrundet mistanke om at visse antibiotika indgivet i den akutte fase af
sygdomsforlobet kan oge risikoen for udvikling af HUS. Folgende virulensprofiler har en
klinisk relevant association til HUS:

1. vitx1 og vtx2 og eae

2. vix2 og eae

3. vtx2 i en enteroaggregativ E. coli (EAQQEC) fx. 0104 og 0111
4, vtx2d i eae negative VTEC.

Stndhvdsstyrelsen

ingslinjer for ing af isk uriemisk syndrom
(HUS) og verocytotoxinproducerende E. Coli (VTEC)

Hygiejniske retningslinjer samt undersogelse af kontakter i for-
bindelse med pavist tilfelde af HUS-associerede VIEC

1. Hos et barn med tilknytning til en borneinstitution

Der bor gives generel om de hy savel il
husstanden som til den berorte institution. Ved et tilfaelde 1 en institution bor
andre born og personale, der enten har diare, har haft diare inden for en uge el-
ler umiddelbart far diare, undersoges for VTEC

Ved pavist HUS-associeret VTEC, skal bamet viere klinisk rask, og der skal fo-
religge to pd hinanden folgende negative afforingsprover for vedkommende
igen kan mode 1 institutionen.

Norsk studie
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Norske, unike STEC (n=333)

Norske STEC & HUS-risiko

* |kke inkludert eae-alene pos E. coli
¢ Ca 1/3 hver
—stx1 alene
—stx2 alene
—Stx1 og stx1
* 0157 hos ca 1/3, hvorav NSF hyppigst

40% <5 3r, 10% > 65 ar
* 25 pas med HUS (7.5%)

stx1 og klinikk:
* 1 pas med stx1 og HUS, men hos denne ogsa funnet stx2a
* Av pas m/stx1 alene, 35% med blodig diaré

- 0103:H2; stx1 — 40% med blodig diaré

- 026:H11; stx1 — 40% med blodig diaré

stx2 og klinikk:

* stx2a selvstendig risikofaktor for HUS

* Ingen HUS-pas hadde Stx2b, d, f ellerg

* 2 HUS-pas hadde stx2c, men 1 hadde samtidig stx2a =>
lav statistisk styrke for denne assosiasjonen
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STEC - virulensgradering

Lavvirulente STEC HUS-assosierte STEC

STEC — gradert smittevernrespons?

Lawvirulente STEC HUS-assosierte STEC

lea 304wy iz 330z TET)

Klinikk,
smittepotensial,
epidemiologi

His Blodig dieré/HUS

To2b
ste2e
ste2g

015’
026:H11
o237
o103#23

To2b
stx2e
ste2g

ngen oppielgngspriner?

Jammen....hva med?

Hvem gj@r hva og nar?
Og i hvilken situasjon?

* 0103:H2; eae og stx1a?
* 026:H11; eae og stxla —ca 8% HUS Tyskland?
* Stx1 og blodig diaré: ingen ktr.prover eller smitteoppsporing?
— Blodigdiaré mer alvorligklinikk i seg selv
* BD ikke testet om selvstendig risikofaktor for HUS (alle HUS-pas
med blodig diare hadde ogsé stx2a)

* Initale ktr.prgver
* Melding til MSIS
* Sending til ref.lab
— Anledning til & sende blanding?
* Virulensfaktorer vs.
— alder og klinikk hos syk
— Prove tatt i utbrudd/smitteoppsporing (ikke index-
pas)

Anbefalinger

(NB! MSIS-ansvar i blek skrift)

Oppfig.prgver

Primeerlab-handtering

_— — Isolere Narsvar  smitte-
uasjon ini
agglut Msis- | v Teflab  oppspor
Ren Bland® meld
+ hvis
uavhengig sta2a,c,d
Stx2 avklinkkog| . + 395y A
situagon '~ subtype
- hvis
stx2b,e.,g

*hvis ikkeklarer isolereirenkuftur

Oppfig.prgver

Primerlab-handtering

Situasjon ("8 Isolere Sendereflab  pg)s- | Narsvar Sr
ut Initiak £lab oppspor
ase Ren Bland.* meld reflal
Diaré <53r&
o 5 . . R
stx1: 0103:H2
personmed :
HUS alle + + + 3 Forts 3? -
stx1: .
smitte- Index (stx1) o
oppsporing/ Og HUS, + + - + 3 Forts.3? ; USBS»"
utbrudd ellersikke Ppsp./
utbrudd
stxl-pos

*hvis ikkeklarer & isolerei renkultur
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E— ] Tarmpatogene E. coli
asjo Isolere Sendereflab  pgis- Narsvar SMittes
BT noy gramge meld MU refico  [sad
. : * EHEC/STEC vs EHEC-LST (eae-alene pos)

Bl - . . - . . = — stx2/Stx2: altskal isoleres, sendes og meldes, evt. sendeblanding
eae alene:  D'odigdiare s Virulens 5 — Stx1/Stx1:altskal isoleres, sendes og meldes, IKKE sende blanding
personmed (50! S5 | S : : : r’dgi:'f: ‘ — eae alene, avh. Avalder, klinikk, setting (=>Nils)

Klinikk £ * EPEC (eae)
HUS Forts 3?
alle + + + 3757 52 + — «sann»akEPEC

Index(stx2) — typisk EPEC (eae+Bfp)
caealene:  Diare == == - i . « EIEC (ipaH)
op:':;;;g/ index(soe2) | _ ) _ Huislik situas'./ * ETEC (varmelabile & varmestabile toksiner, LT, ST)

utbrudd 2P EE s « EAEC? (engeroaggregative E. coli; aggR)
stx2-pos :‘::"(‘“2) s | = + - - H“:S;‘(k » DAEC? (diffust adhererende E. coli; Afa/Dr)
“hvis ikkeklarer & isolereirenkuitur

——
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eae ALENE hos tarmpatogene E. coli

Nils Olav Hermansen, Avdeling for Neeringsmiddelbdrne Infeksjoner, Folkehelseinstituttet

BAKGRUNN

Enteropatogen E. coli (EPEC) er en av flere varianter av tarmbakterien E. coli som kan gi diaré. Atypisk
E. coli (aEPEC) er en eae-positiv E. coli som ut fra en totalvurdering av klinikk, mikrobiologiske funn og
manglende epidemiologisk tilknytning til EHEC tilfelle, samt manglende funn av bfp, kan
sannsynliggjgre en « SANN» aEPEC. | en norsk studie ble aEPEC funnet hos 10% av friske barn < 5ar.
(1). I de senere ar er det blitt klart at aEPEC kan representere shigatoksinproduserende eller
enterohemorragiske E. coli (EHEC) som har tapt sine shigatoksin-gener (stx1 og/eller stx2) (EHEC-
LST). Det er i utbruddssammenheng pavist stx-negative E. coli isolat med identisk genotype med
epidemiologisk relaterte EHEC (2).

PROBLEMSTILLING

Funn av eae alene? Er dette en «SANN» aEPEC eller representerer funnet en EHEC-LST?

Helt avgjgrende for god videre vurdering av eae-alene funn, baseres pa gode kliniske opplysninger,
gjerne i direkte kontakt med rekvirerende/behandlende lege. Laboratoriet er ogsa helt avhengig av
gode epidemiologiske opplysninger.

Normal tarmflora? Arsak til diaré? Arsak til blodig diaré? Potensiale til 3 gi pasienten/personen HUS?
Er dette laboratoriefunnet eae alene hos E coli arsak til pasientens kliniske diagnose HUS?

STATUS FOR PROBLEMSTILLING | DAG

Ved mange laboratorier utfgres diagnostikk av enteropatogene E. coli i dag med PCR for genene stx1,
stx2 og eae (blandingskultur fra dyrkningsskal , anrikningsbuljong eller fra ekstrahert faeces).
Primaerlaboratorier som ikke har etablert PCR-undersgkelse med hensyn pa eae, ma videresende
faecesmateriale til samarbeidende mikrobiologisk avdeling/Regionslaboratorium, nar det er
indikasjon for denne type undersgkelse. Se under.

Forslag til anbefalinger
Anbefalingene gjelder nar det ikke er funnet annen mer sannsynlig mikrobiologisk arsak eller annen
sannsynlig patofysiologisk arsak.
7. HUS pasient og eae alene. Stammen handteres som EHEC-LST:
Renkultur/alternativt blandingskultur sendes referanselaboratorium.
8. BLODIG DIARE og eae alene. Stammen handteres som EHEC-LST?
Renkultur sendes referanselaboratorium.
Primaerlaboratoriet bgr spesielt vaere overvakne pa eae positive SFO157,0103,026 og 0145.
9. eae alene og pagaende lokalt eller nasjonalt EHEC-UTBRUDD
Ved HUS utbrudd/HUS assosiert EHEC sendes blandingskultur til referanselaboratoriet.
IKKE HUS utbrudd sendes renkultur til referanselaboratoriet.
10. eae alene og SMITTEOPPSPORING rundt et EHEC/HUS tilfelle.
Blandingskultur sendes referanselaboratoriet ved HUS tilfelle ellers sendes renkultur til
referanselaboratoriet.
11. eae alene hos sma barn (<skolealder) med langvarig diaré.
Renkultur sendes referanselaboratorium.
12. eae alene hos sma barn (<skolealder) etter opphold i U-land.
Renkultur sendes referanselaboratorium.
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13. eae alene ved UTBRUDD i barnehage/barneavdeling.

Renkultur sendes referanselaboratorium.

VED FUNN AV eae | AVF@ORINGSPR@VE | ANDRE SITUASJONER ENN BESKREVET | PUNKTENE 1-7, kan
undersgkelsen avsluttes uten forsgk pa isolasjon av eae-positiv stamme.

Eae positiv stamme fra barn og voksne med DIARE uten at det foreligger tilleggskriterier som
spesifisert under punktene 1-7 skal ikke sendes til referanselaboratoriet.

Blandingskultur er definert som blandingskultur av E.coli bakterier.

REFERANSER

1. AfsetJE, Bevanger L, Romundstad P, Bergh K. Association of atypical enteropathogenic
Escherichia coli (EPEC) with prolonged diarrhoee. J. Med. Microbiol 2004;53:1137-44.

2. Schimmer B, Nygard K, Eriksen HM, Lassen J, Lindstedt BA, Brandal LT, Kapperud G,Aavitsland
P. Outbreak of haemolytic uraemic syndrome in Norway caused by stx2-positive Escherichia
coli 0103:H25 traced to cured mutton sausages. BMC Infect Dis. 2008 Apr.3;8:41.

% folkehelseinstituttet

EAE ALENE E. coli

Nils Olav Hermansen
Avd. for neeringsmiddelbarne infeksjoner

PROBLEMSTILLING

* «<SANN» aEPEC?
* EHEC-LST ?

HUS pasient og eae alene.

BLODIG DIARE og eae alene

* Stammen handteres som EHEC-LST

* Renkultur /alternativt blandingskultur sendes
referanselaboratoriet.

* Stammen handteres som EHEC-LST???
* Renkultur sendes referanselaboratoriet.
* Primaerlaboratorium bgr spesielt veaere

overvakne pa eae positive SFO157,0103,026
og 0145.
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eae alene og pagaende lokalt eller
nasjonalt EHEC-UTBRUDD

eae alene og SMITTEOPPSPORING
rundt et EHEC/HUS tilfelle

* Ved HUS utbrudd/HUS assosiert EHEC sendes
blandingskultur til referanselaboratoriet.

* |[KKE HUS utbrudd sendes renkultur til
laboratoriet.

* Blandingskultur sendes referanselaboratoriet
ved HUS tilfelle ellers sendes renkultur til
referanselaboratoriet.

eae alene hos sma barn (<skolealder)
med langvarig diare.

eae alene hos sma barn (<skolealder)
etter opphold i U-land

* Renkultur sendes referanselaboratoriet.

* Renkultur sendes referanselaboratoriet.

eae alene ved UTBRUDD i
barnehage/barneavdeling

* Renkultur sendes referanselaboratoriet.

VED FUNN AV eae |
AVF@RINGSPR@VE | ANDRE
SITUASJONER ENN BESKREVET,
KAN UNDERS@KELSEN AVSLUTTES
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2011 teori-kapittelet E. coli

Hvilket diagnostisk niva bgr primarlaboratoriet ha
vs. hva bgr ligge pa referanselaboratoriet?

Astrid Louise Wester, FHI

Salmonella:

Primaerlaboratoriene: Identifikasjon til genusniva er enklest med MALDI-TOF, alternativt med
tradisjonell biokjemi. MALDI-TOF kan imidlertid ha noen problemer med & identifisere subspecies
hotenae som Salmonella. Siden serovarianter av S. enterica ssp entericae dominerer, anses det ikke
strengt tatt ngdvendig med biokjemisk differensiering mellom S. bongori og S. enterica, og videre de
de ulike subspecies av S. enterica (salamae, arizonae, diarizonae, houtenae og indica).

Alle laboratorier bgr imidlertid kunne sannsynliggjgre de alvorligste og hyppigste serovariantene.
Innen Salmonella-gruppen dreier det seg om S. Typhi (9-12:Vi:d:-), S. Paratyphi A (2-12:a:-), S.
Paratyphi B (4-5-12:b:1.2), S.Typhimurium (4-5-12:i:1.2) og S. Enteritidis (9-12:gm:-).
Referanselaboratoriet: Isolatene blir identifisert til serovar-niva og undersgkt for antibiotikaresistens
i henhold til avtale med NORM. Alle isolater av S. Typhimurium og S. Enteritidis blir undersgkt
fortlgpende med MLVA, og clustere blir rapportert til MSIS/ECDC. Ved behov settes det opp en
generisk alle-Salmonella MLVA.

Listeria:

Listeria dyrkes vanligvis ikke fra feces-prgver, men har klar klinisk relevans ved funn i blodkultur eller
spinalvaeske. Identifikasjonen anses uproblematisk.

Referanselaboratoriet: Isolatene blir identifisert til serogruppeniva med PCR og MLVA.

Campylobacter:

Alle laboratorier bgr dyrke selektivt for Campylobacter, ogsa de som benytter PCR-basert innledende
analyse av feces, og minst skille mellom de to vanligst species (C. jejuni og C. coli).
Referanselaboratoriet skiller mellom flere Campylobacter-species ved hjelp av multiplex PCR.
Laboratoriet arbeider med a teste ut om MALDI-TOF kan egne seg for epidemiologisk typing av C.
jejuni. Hvis dette lykkes, vil utbruddsdeteksjon av C. jejuni kunne fungere uten at isolatene ma
sendes inn til Ref.lab.

Vibrio:

MALDI-TOF har usikker treffsikkerhet for V. cholerae, og tradisjonell biokjemi anses som ngdvendig.
Referanselaboratoriet verifiserer species, bestemmer om det er en av de epidemiske serotypene,
samt undersgker tilstedvaerelse av gen for toksinproduksjon.

Yersinia:

PCR-basert innledende analyse gir muligens en underdiagnostisering av Yersiniaenterocolitica
sammenliknet med tradisjonell dyrkningsbasert innledende analyse. Bgr dette fa konsekevenser for
de aktuelle laboratoriene? MALDI-TOF ser ut til & kunne identifisere Yersiniatil speciesniva [1, 2].
Tradisjonell biokjemi alene bgr kunne skille ut Y. enterocolitica. Alle laboratorier bgr ha antisera mot
03 og 09.

Referanselaboratoriet benytter tradisjonell biokjemi for speciesidentifikasjon, biotyping og pavisning
av virulensplasmid. En in-house multiplex-PCR med pavisning av virulensgener planlegges innlemmet
i rutine-diagnostikken. Det gjgres agglutinering mot en rekke antisera. For de vanligst forekommende
patogene Y. enterocolitica gjgres det i tillegg en generisk MLVA som stgtte for deteksjon av utbrudd.
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Shigella (og EIEC):

Isolering av Shigella ved dyrkningsmetode alene har muligens gitt en underdiagnostisering av denne
typen infeksjon. PCR-basert innledende analyse kan gke sensitiviteten for dette agenset (og for EIEC).
Primaerlaboratoriene ma kunne identifisere Shigella til minst genusniva. Innen Shigella-gruppen
dreier det seg om & identifisere de 4 species. Det er tilstrekkelig med polyvalente sera for hver av
artene. Noen Shigella og sakalte inaktive E. coli kan veere sveert vanskelig a skille.
Referanselaboratoriet: Isolatene blir verifisert som Shigella biokjemisk og ved pavisning av ipaH-
genet, og identifisert til serotypeniva. Alle isolater blir undersgkt fortlgpende med MLVA.

Tarmpatogene E. coli

- EHEC: Primaerlaboratoriene bgr som et minste minimum ha toksintest, helst PCR for pavisning av
Stx/stx, samt skille mellom stx1 og stx2. Hvis ikke dette er oppnaelig, ber det gjgres avtale med
annen primaerlab hvor de kan sende prgver ved mistanke om EHEC. Ved alvorlig klinikk hos
pasient HUS, eller blodig diaré hos barn under skolealder), eller ved erkjent utbrudd med stx2-
positiv stamme, bgr laboratorier som bare har toksin-test videresende til laboratorium som har
eae-pavisning for a sikre deteksjon av EHEC-LST. Alle laboratorier bgr ha monovalent antisera for
de seks viktigste EHEC-serovariantene (026, 0103, 0111, 0121, 0145, 157). Ved pavisning av
Stx2/eae e.l. ma renkultur dyrkes frem for forsendelse av isolat for videre identifisering. a
eventuelt avkrefte falske Stx2-resultater. Kun ved HUS og smitteoppsporing rundt HUS-tilfeller
kan det sendes inn blandingskultur til referanselabortoriet.

- EPEC (“sann aEPEC” og typisk EPEC) Laboratorier som ikke har PCR-basert innledende analyse
som inneholder malsekvenser mot eae, ma vaere ekstra oppmerksomme pa kronisk diaré hos
barn, utbrudd med aEPEC for eksempel i barnehage, og tEPEC hos barn som svaert nylig har veert i
utviklingsland. I slike situasjoner bgr prgven videresendes til annet primaerlaboratorium som gjgr
eae- og evt BfP-pavisning.

- ETEC: Erfaringer fra Vestre Viken, Drammen, kan tyde pa at ETEC forekommer hyppigere ved diaré
I Norge enn tidligere antatt. Skal dette fa konsekvens for primaerdiagnostikken?

- EIEC se Shigella

Anbefalinger til Strategimgtet: Arbeidsfordelingen mellom primaerlaboratorier og Ref.lab
anbefales 3 besta omtrent som tidligere. Imidlertid bgr laboratorier som har innfgrt bred PCR som
innledende analyse for tarmpatogene agens vurdere a dyrke parallelt med tanke pa Y.
enterocolitica, og la vaere a legge ned dyrkning av prgver som er positive for Campylobacter i
pavente av at Ref.lab muligens far MALDI TOF basert epidemiologisk typing opp a ga.
Strategimgtet bgr ogsa diskutere om ETEC pavisning bgr inkluderes systematisk. Nar det gjelder
EHEC-diagnostikk, er et minstemal a ha toksinpavisning, aller helst PCR, og sistnevnte bgr skille
mellom stx1 og stx2.

Referanser

1. Ayyadurai S, Flaudrops C, Raoult D, Drancourt M: Rapid identification and typing of
Yersiniapestis and other Yersiniaspecies by matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry. BMC microbiology 2010, 10:285.

2. Croxatto A, Prod'hom G, Greub G: Applications of MALDI-TOF mass spectrometry in clinical
diagnostic microbiology. FEMS microbiology reviews 2012, 36(2):380-407.
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Overgangtil bred PCR-basert
screening?

» Kanskje verd «overgangsarbeidet»
— Pkt sensitivitet for de fleste agens
— Malrettet dyrkning = goy!

* Ulemper:

— Teknisk sensitivitet vs. Avklart klinisk og
smittemessig relevans; «flatscreening»....

— MSIS meldingsplikt?

Dyrkning bortfaller?

Salmonella

NEI for de fleste lab’er og agens

— Campy-dyrkning kuttet ut m/unntak et par steder
For andre agens gjennomgaende at dyrker

— Patogenisitet & resistenstesting

— folkehelsemikrobiologi

* PCR-basert eller dyrkningsbasert screening
synes nesten likeverdig

* MALDI-TOF identifiserer ok til genus, men har
litt vansker med S. enterica ssp. houtenae
(som er sjelden)

* Primaerlab bgr kunne sannsynliggjgre de mest
alvorlige serovariantene

» Ref.lab fortsetter med full ID + MLVA for S. Tm
og S. Ent + res.testing (NORM, ECDC, WHO)

Listeria

Campylobacter

Fortsatt ikke indikasjon for Listeriapavisning i
feces

ID fra blodkultur/sp.veeske synes grei
Fa tilfeller iaret
Ref.lab: molekyleer serotyping + MLVA

* Allelaboratorier bor dyrke selektivt for
Campylobacter

¢ skille mellom de to vanligst species (C. jejuniog C.
coli).

* Ref.lab skiller mellom flere Campylobacter-
species (multiplex PCR).

* MALDI-TOF MS databasebygging og analyse =>
egnethet for epidemiologisk typingav C. jejuni=>
mye bedre utbruddsdeteksjonav C. jejuni uten
innsendingavisolater
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Vibrio

Yersinia enterocolitica

* Vibrio: MALDI-TOF har usikker treffsikkerhet
for V. cholerae, tradisjonell biokjemi anses
ngdvendig

* V. cholera, og mulige V. cholera, sendes til
ref.lab for
— 1D (biokjemisk)

— epidemiske serotyper
— Pavisning av toksin-gener

* PCR-basert screening = en viss underdiagnostisering (?)
* MALDI-TOF ser ut til & kunne identifisere Yersinia til speciesniva

* tradisjonell biokjemi alene gir som oftest korrekt species, men
ikke alltid

* Alle laboratorier bgr ha antisera mot O3 og O9.

Y. enterocolitica forts

Shigella

* Ref.lab.

* tradisjonell biokjemi for speciesidentifikasjon,
biotyping og pavisning av virulensplasmid.

* Multiplex-PCR med pavisning av virulensgener
planlegges innlemmet i rutine-diagnostikken

* agglutinering mot en rekke antisera

* generisk MLVA som stgtte for deteksjon av
utbrudd av patogene YE

* PCR-basert screening m/paflg dyrkning gker
pavisning

* MALDI TOF skiller ikke mellom Shigella og E.
coli

* Fleste antisera peker ut species

» Ref.lab etablert PCR som sannsynligvis skiller
bedre mellom inaktive E. coli og Shigella

EHEC og EHEC-LST

EHEC og EHEC-LST forts

* Primarlaboratoriene bgr som et minste minimum ha
toksintest, helst PCR for pavisning av Stx/stx, samt skille
mellom stx1 og stx2. Hvis ikke dette er oppnaelig, ber det
gjores avtale med annen primaerlab hvor de kan sende
prever ved mistanke om EHEC.

« Ved alvorlig klinikk hos pasient HUS, eller blodig diare hos
barn under skolealder), eller ved erkjent utbrudd med stx2-
positiv stamme, bor laboratorier som bare har toksin-test
videresende til laboratorium som har eae-pavisning for &
sikre deteksjon av EHEC-LST.

« Alle laboratorier bgr ha monovalent antisera for de seks
viktigste EHEC-serovariantene (026,0103,0111,0121,
0145, 157).

* Stx pos. Isolat bgr dyrkes fram og bekrefte at
stx til stede.

* Kun ved HUS og smitteoppsporing rundt HUS-
tilfeller kan det sendes inn blandingskultur til
referanselabortoriet
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EPEC (sann aEPEC og tEPEC)

Andre tarmpatogene E. coli

* Laboratorier som ikke har PCR-basert screening
med eae, ma veere ekstra oppmerksomme pa
— kronisk diare hos barn,
— utbrudd med aEPEC for eksempel i barnehage
— tEPEC hos barn som svaert nylig har vaert i
utviklingsland.
* | slike situasjoner bgr proven videresendes til
annet primarlaboratorium som gjor eae- og evt
BfP-padvisning

ETEC: Erfaringer fra Vestre Viken, Drammen,
kan tyde pa at ETEC forekommer hyppigere
ved diare | Norge enn tidligere antatt. Skal
dette fa konsekvens for primardiagnostikken?
EIEC kan veaere vanskelig 3 skille fra Shigella
EAEC? Ikke enda

DAEC? Ikke enda

Anbefalinger

* Arbeidsfordelingen primarlab vs Ref.lab ok
* laboratorier som har innfert bred PCR screening
— dyrke parallelt med tanke pa Y. enterocolitica (?)

— Ikke legge ned dyrkning av Campy-pos PCR prover for svar
pa om MALDI TOF basert epidemiologisk typing duger

 Bor ETEC pavisning inkluderes systematisk?
* EHEC-diagnostikk

— Minstemal toksinpavisning (og disse lab’ene mé
videresende hvis alvorlig utbrudd pga EHEC-LST)

— aller helst PCR, og sistnevnte bor skille mellom stx1 og stx2
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