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AF BIOANALYTIKER ZAHRA TOMA
KLINISK BIOKEMISK AFDELING
FREDERIKSSUND SYGEHUS

Cephalosporin-screening
0g ESBL-detektion

Professionsbachelorprojekt
viser, at screening for nedsat
sensitivitet over for Cefpo-
doxim ikke kan bruges til
direkte at konkludere tilstede-
vaerelse af ESBL. Samtidig kan
foelsomhed over for Cefpo-
doxim ikke overfgres direkte
til Cefuroxim, da en del af
isolaterne har vist selvstaendig
resistens over for dette anti-
biotikum.

Bakterier modstar antibiotika ved at
udvikle resistens over for disse antibio-
tika. Det er videnskabeligt bevist, at
forgget anvendelse af antibiotika til be-
handling af patienter og dyr fremkalder
resistens mod de anvendte antibiotika.
Den mest bekymrende resistens set i et
klinisk og epidemisk perspektiv er ESBL
(Extended Spectrum B-laktamase en-
zymproducerende bakterier), hvor ESBL-
enzymer nedbryder B-laktam antibioti-
ka.

ESBL-enzymer produceres af med-
lemmer af Enterobacteriacea f.eks. E.
coli og Klebsiella sp., som er almindelige
humanpatogener. B-laktam er en grup-
pe antibiotika, der omfatter penicilliner,
Cefalosporiner og andre. Disse antibio-
tika er de mest anvendte antibiotika i
patientbehandling af bl.a. blodforgift-
ning, bughindebetaendelse og urinvejs-
infektion.

ESBL-bakterier forarsager en drama-
tisk stigning af bakteriel resistens over
for B-laktam antibiotika i gram-negati-
ve bakterier. Denne resistens kan over-

fores via plasmider, og de kan sprede
sig fra person til person gennem sub-
optimal hygiejne. Derfor spredes disse
bakterier hurtigt pa hospitalsafdelinger
mellem patienter og personale. Infekti-
on med ESBL-bakterier er opportuni-
stisk. De er harmlgse for raske menne-
sker, mens de er skadelige for svage
patienter. Da disse bakterier er resi-
stente over for en lang raekke antibioti-
ka, bl.a. 3.-generations cephalosporiner,
kan infektioner med ESBL bevirke be-
handlingskomplikationer og maske
dedsfald hos svage patienter og patien-
ter i intensivafsnit. ESBL-bakterier er
kun felsomme over for Carbapenemer,
som er bredt spektrum B-lactam anti-
biotika over for sdvel gram-positive
som gram-negative bakterier. Carbape-
nemer er hgjresistente overfor 3-lacta-
mase enzymer og omfatter bl.a. imipe-
nem, meropenem.

Foruroligende stigning i DK
Nosocomielle udbrud af ESBL-produce-
rende bakterier er blevet meget almindeli-
ge i hele verden. | Danmark blev ESBL tid-
ligere kun lejlighedsvist fundet importeret
med patienter, som havde veeret indlagt
pa udenlandske sygehuse, men efter mid-
ten af 1990’erne blev de fundet hyppige-
re (1). Jensen et al. 2003 viste, at ESBL-
forekomsten var 1,3 % hos stammer iso-
leret fra patientprover (2).

En stigende forekomst af multiresi-
stente isolater blev ogsa opdaget pa
Rigshospitalet i 2004. Disse isolater
stammede fra kroniske patienter, som
var hospitalsindlagte og under langvarig
antibiotikabehandling (3). | Ugeskrift
for Laeger rapporterede overlage Den-
nis Schrgder Hansen i 2006, at ESBL

ses med stadig sterre hyppighed i helt
almindelige prever fra bade almen prak-
sis og hospitaler (1).

Men den store rystelse kom i 2007,
da Ekstra Bladet den 4. juli 2007 rap-
porterede, at 14 patienter pa Hillerad
Hospital var diagnosticeret med ESBL
Klebsiella pneumoniae, som er den
samme bakterie, der kostede to sven-
skere livet pa et sygehus i Uppsala (4).
Samtidig har Nyhedsbrev for Nordsjzel-
lands Hospital, "Pa tvaers” rapporteret
den 5. juli 2007, at 22 patienter bae-
rende ESBL- Klebsiella pneumoniae var
blevet indlagt pa Hillerad Hospital i pe-
rioden mellem januar 2006.- 4. juni
2007, og med stigende antal i de sidste
to maneder af perioden (5). Senest har
Statens Serum Institut besluttet efter
sommerferien 2007 at undersgge, hvor
stort problemet er i Danmark (se fakta-
box modsatte side) (6).

Detektion foregar i to trin
Der er begrundet frygt for, at udbrud af
ESBL-producerende bakterier pa danske
sygehuse vil blive en realitet, hvis ikke der
indfgres forsigtighedsregler, der kan de-
tektere disse bakterier i patientprover.
Derfor er detektion af ESBL blevet en
nedvendig procedure pa alle klinisk mikro-
biologiske laboratorier over hele landet.
Detektion af ESBL-producerende
bakterier udfgres med en to-trins me-
tode fra RAF (den svenske reference-
gruppe for antibiotika):
Ferste trin er screening for nedsat
felsomhed over for en marker.
Andet trin er konfirmatorisk ESBL-
test af de resistente isolater.
Proceduren tager sammenlagt mindst
to dage. Det er lang tid at vente for en
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Fig. 1 Test metode

svag patient, hvis behandling bliver for-
sinket i mindst 24 timer. Derfor er det
overordentlig vigtigt at bruge en vel-
fungerende screenings-agent, som kan
detektere ESBL med hgj akkuratesse, sa
vi nedseetter patientens ventetid.

Vil undersgge palidelighed

af resistensmarker

Klinisk Mikrobiologisk Afdeling pa Hille-
red Hospital har besluttet at screene alle
patientprever for ESBL ved rutine-resi-
stensbestemmelse fra den 1. september
2007. Den anvendte screeningsmetode
er at bruge Cefpodoxim som scree-
ningsmarker for andre cephalosporiner:
Cefuroxim, Cafotaxim og Ceftaxidim.

Udgangspunktet for mit projekt var
at undersgge palideligheden af Cefpo-
doxim-resistens som marker for de an-
dre Cephalosporin-resistenser. Med an-
dre ord at teste for Cefpodoxim-resi-
stens og unders@ge, om resultaterne
kan overfgres direkte til de andre
cephalosporiner.

De bakteriearter, som blev testet, er
fire medlemmer af Enterobacteriaceae,
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella
oxytoca og Proteus mirabilis. Disse er
de mest hyppige humane patogener,
der er ESBL-producerende.

Metode
255 isolater (et isolat pr. patient) blev
opsamlet fra patientprgver i Klinisk Mi-
krobiologisk Afdeling pa Hillered Hospi-
tal. Prgverne kom fra forskellige kate-
gorier dvs. podning, urin, blod, ekspek-
torat og faeces. Undersggelsesmetoden
forklares i diagrammet fig. 1
ESBL-detektion blev udfert efter
RAF-metoden i to trin:

Resistens-bestemmelse for de fire
cephpalosporiner: Cefpodoxim, Ce-
furoxim, Cefotaxim og Ceftazidim.
ESBL-konfirmatorisk test for de
isolater, som var resistente over for
Cefpodoxim i trin 1.

Konfirmatorisk test udferes med antibi-
otika-discs til resistensbestemmelse af
bakterier over for: Ceftazidimz clavu-
lansyre og Cefotaxim tclavulansyre. En
hamningszone difference pd =5 mm
ved tilstedevaerelse af clavulansyre er
indikation for ESBL-produktion.

Resultater

Undersggelsen viste variation mellem-
Cefpodoxim-resistens og de andre
cephalosporiner testet (tabel 1).

Af de fire bakteriearter viste Klebsiella
pneumoniae den hgjeste procent resistens
over for Cefpodoxim (7,50 %), ESBL-
produktion (6,25 %) og der blev pavist
en afvigelse mellem Cefpodoxim-resi-
stens og de andre cephalosporiner te-
stet. Disse har den hgjeste procent af
resistens (7,50 %) over for Cefuroxim,
mens de var fglsomme over for Cefpo-
doxim.

Klebsiella oxytoca er den bakterieart
med naeststerst resistens over for Cef-
podoxim (5,56 %) og ESBL-produktion
(2,78 %) dog blev der ikke pavist Cefu-
roxim-resistens alene.

P& tredjepladsen kom E. coli-resi-
stens over for Cefpodoxim (3,93 %),
ESBL (1,96 %).

Proteus mirabilis var falsomme over
for alle 4 cephalosporiner testet.

Resultaterne i tabel 1 viser ogsa, at
ikke alle Cefpodoxim-resistente isolater
var positive ved ESBL-konfirmatorisk

NY UNDERSOGELSE:
ESBL 1 3-6 % AF ALLE
KLINISK PAVISTE COLI-
BAKTERIER

De klinisk mikrobiologiske afdelinger
og Statens Serum Institut har un-
dersggt praevalensen af ESBL. Over
en periode pa 2 maneder i 2007 har
13 ud af landets 15 mikrobiologiske
afdelinger indsendt alle kliniske fund
af ESBL-producerende bakterier til
Statens Serum Institut.

Hovedparten af de fundne ESBL-
producerende bakterier var E. coli og
Klebsiella pneumoniae. Begge er tarm-
bakterier, der kan give alvorlige infek-
tioner. Klebsiella pneumoniae endda af
en alvorligere karakter end E. coli, lige-
som bakterien ofte er mere resistent
end E. coli. Samtlige indsendte prgver
med E. coli og Klebsiella pneumoniae
blev screenet for forekomst af ESBL,
og resultatet er, at 3-6 % af samtlige
progver indeholdt ESBL. Seruminstitut-
tet har ud af den samlede mangde
prever gemt 300 isolater, som de er

i gang med at ESBL-typebestemme,
ligesom der udferes en udvidet resi-
stensbestemmelse pa isolaterne.
Statens Serum Institut har endnu

ikke opgjort undersggelsen endeligt,
men professor og leder af antibio-
tikaforskningen ved Statens Serum
Institut, Niels Frimodt-Mgller oplyser,
at det ser ud til, at der i fundene af
ESBL er en ophobning af CTX-M-
gruppe 1. Saledes tilhgrer 70 % af
fundene gruppen CTX-M gruppe 1,
der er kendt som den type ESBL, der
florerer mest i Nordeuropa.

“Vi ved ikke, hvorfor det netop er
CTX-M gruppe 1, der er sa succesrig
og spreder sig. Vi kan se, at stigningen
er kommet samtidig med en gget brug
af bredspektret antibiotika pa syge-
husene, og det tyder pa en sammen-
haeng, men der er ogsa andre faktorer
i spil,” siger Niels Frimodt-Mgller. -jk
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Stamme | Prave | PSPH | Resistent overfor CPD og Andre resistenser
Ec. :'_'::m 5 CXM_ | CTX AMP | 5 | W
Urin " CXM CTX AMP | 5 | W MA
Kpn.. Urin |5 CXM | CTX |CAZ | AMP |5 | W | CN [ NA
Urin | P CXM | CTX AMP (S | W | CN
[Urin | P CXM | CTX | CAZ | AMP | 5 | W | CN | NA | MEL |
Urin | 5 CTX AMP (8.
Urin | & CXM | CIX | CAZ | AMP | 5 | W | CN | NA
Kox. Urin | & CXM | CTX | CAZ | AMP MEL |

Tahel 2. Cefpodaxim resisiente ESBL positive iscdater o andre resistens
Ee: Evoliz Kpn: Klebsiella prenmoniae; Kox: Klebeeilla oxyroce; CXM: Cefuroxim; CTX:Cefoaxim: CAZ: Ceftaridim: AMP: ampicilling 5
sul fonamid;, Witrimethoprime CN: gentamycinMA: nalidixic acid og MEL: mecillinum

test. Med denne test viste Klebsiella
pneumoniae de hgjste procent ESBL-
positive isolater (83,33 %), hvor E. coli
og Klebsiella oxytoca kun viste 50 %.

Konklusion

Udgangspunktet for mit projekt var at
undersgge palideligheden af Cefpo-
doxim som resistens-marker for de an-
dre Cephalosporiner.

Mine unders@gelser viser, at screening
for nedsat sensitivitet over for Cefpo-
doxim ikke kan bruges til direkte at kon-
kludere tilstedevaerelse af ESBL. Samtidig
kan fglsomhed over for Cefpodoxim ikke
overfgres direkte til Cefuroxim, da en del
af isolaterne har vist selvstandig resistens
over for dette antibiotikum.

Det betyder, at den anvendte meto-
de er lidt for grov til at pavise den ngj-
agtige forekomst af ESBL, og man skal
derfor vaere varsom med at konkludere
pa baggrund af resultaterne.

Diskussion

Hvis et patientisolat er fglsomt over for
screeningsagenten (Cefpodoxim), kan
man konkludere, at isolatet er fglsomt
over for de andre cephalosporiner. Re-
sultaterne kan direkte sendes til hospi-
talet, hvor patienten bliver behandlet.
Dette kan vaere nyttigt, hvis alle isola-
terne folger de typiske resistensmegn-
stre, dvs. at isolaterne ikke udvikler
selvstaendigt resistens over for andre
cephalosporiner. Et problem kan opst3,
hvis et isolat har udviklet resistens over
for et andet Cephalosporin, og patien-
ten er behandlet med dette.

Projektets primaere mal er at afdaekke
deviationen mellem resistens over for
Cefpodoxim og de andre cephalosporiner.
Cefpodoxim er et 3.-generations cepha-
losporin, som anvendes til at screene et
2.-generations cephalosporin (Cefuro-
xim), som maske ikke felger 3.-generati-
ons resistensmenstre. RAF anbefaler, at
hvis 3. generation er resistent, sa kan 2.

generations cephalosporiner ligeledes
rapporteres resistente. (7).

RAF anbefaler Cefpodoxim som
screeningsagent. Men Cefpodoxim fgl-
somhed betyder ikke, at alle andre
cephalosporiner opfgrer sig pa samme
made. Det har dette projekt tydeligt
vist.

Afvigelsen kan forklares, nar man af-
bilder haeamningszonens diameter for
hvert cephalosporin i forhold til scree-
ningsagenten, her Cefpodoxim (fig. 2).
Hvis resistensmegnstre over for de to
cephalosporiner ligner hinanden, falder
alle punkterne i den nederste venstre
eller den gverste hgjre firkant. Falder
punkterne i den venstre side (nederste
og gverste), betyder det, at isolaterne
er Cefpodoxim-resistente. Samtidig kan
disse isolater vaere resistente over for
det andet cephalosporin (falder i den
venstre nederste firkant) eller fglsom-
me over for det andet cephalosporin
(falder i den venstre gverste firkant).
Alle isolaterne, der falder i den venstre
side, kan vaere ESBL-kandidater. Disse
isolater er omringet med rad cirkel, og
de undergik ESBL-konfirmatorisk test.
Hvis isolaterne er fglsomme over for
screeningsagenten og er resistente over
for det andet cephalosporin, falder
punkterne i den nederste hgjre firkant,
og disse isolater vises i figuren i den bla
firkant.

To slags afvigelser i resistens
Projektet har vist to slags afvigelser i
resistensmegnstre:

| den ferste er isolaterne fglsomme
over for Cefpodoxim og resistente over
for Cefuroxim (isolaterne i den bla fir-
kant). Dette resistensmenster sas i 9 ud
af 255 isolater (3,53 %), i Klebsiella
pneumoniae-isolater (6 ud af 80 isola-
ter, 7,50 %) og i E. coli (3 ud af 102
isolater, 2,94 %).

Hvis resultatet sendes til afdelingen
som fglsomme over for cephalospori-

ner, og patienten bliver behandlet med
cefuroxim, kan der opsta et problem. |
det beskrevne tilfzlde ville afdelingen i
givet fald rapportere 9 falske ud af 255
isolater eller 7,50 % af Klebsiella pneu-
monia-isolater og 2,94 % E.coli-isola-
ter.

Sagt pa en anden made kan 75 pa-
tienter ud af 1000, som er inficeret
med Klebsiella pneumoniae, og 294 ud
af 10 000 patienter, som er inficeret
med E. coli, blive udsat for forkert be-
handling. Dette tal er meget alarmeren-
de, ndr man overvejer den mulige ind-
virkning pa patientbehandlingen og de
konsekvenser, som det kan fa.

Den anden form for afvigelse i resi-
stensmeanster er isolater, der er resi-
stente over for screeningsagenten
(Cefpodoxim), mens de er fglsomme
over for andre cephalosporiner (isola-
terne falder i den gverste venstre fir-
kant, og punkterne er omringet af rad
cirkel).

Den slags resistens blev pavist for
alle tre cephalosporiner testet, og isola-
terne er mulige ESBL-kandidater. Med
ESBL-konfirmatorisk test viste det sig,
at ikke alle er ESBL-producerende, der-
for skal ESBL-konfirmatorisk test udfg-
res pa alle isolater, som er resistente
over for Cefpodoxim. Ellers risikerer
man at rapportere isolaterne som vae-
rende resistente over for alle cephalo-
sporiner, mens de i virkeligheden kun er
cefpodoxim-resistente. For at begraen-
se brugen af disse antibiotika vil man i
stedet anvende Carbapenem og pa den
made imidlertid vaere medvirkende til at
forgge resistensen herfor, som det alle-
rede er pavist for isaer Klebsiella spp. og
Enterobacter spp.(8).

Udbredelse af ESBL er tydeligt pavist
i denne undersggelse badde som noso-
comiel infektion og i samfundet. ESBL
producerende isolater fra samfundet
udgjorde 1/3 af ESBL-isolaterne i den-
ne undersggelse. Disse fund er i over-
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Fig.2. Hemningszonediameter overfor screeningsagent og hver af de andre cephaloponner for 1 E. eoli, Klebsiella ppenmoniae, Kletsiella

axviocs o Provens mirabilis

Hvor CPD: Cefpodoxim; CTX: Cefotaxim CAZ: Ceflazidim og CXM: Cefuroxim

ensstemmelse med ESBL-udbredelsen i
Europa (9 og 10) og Danmark (1, 2, 11
0g 12).

En mulig forklaring kan veere indtagel-
sen af svinekgd. | Danmark er forbruget af
Cephalosporiner til svin steget med 300 %
fra 24 kg i 2001 til 98 kg i 2006. Dette
har bevirket et selektivt tryk, der fremmer
udbredelsen af ESBL-produktion. Dette
kunne vaere arsagen til den hyppige fore-
komst af ESBL-producerende E. coli-pro-
ducerende ESBL fra syge svin (11).

Et andet problem forbundet med ESBL
er forgget multiresistens over for andre
antibiotika. Resistens over for trimethop-
rim, sulfamethoxazole og aminoglycoside
overfgres hyppigt pd samme plasmid.
Yderligere kan Quinlon-resistens overfgres
pa samme plasmid (11). Undersggelsen
har vist et lignende resistensmegnster
blandt de mest resistente Klebsiella pneu-
moniae-isolater (Tabel 2).

Disse observationer viser, at vi maske
har vendt det blinde gje til en multiresi-
stent bakterie, som er resistent over for
mindst 3 grupper antibiotika ud over
cephalosporiner.

Perspektivering

Vi er i Danmark er ikke tilstraekkeligt be-
skyttet mod ESBL, og derfor skal en pas-
sende rutine etableres for ESBL. Omfanget
af problemet bgr undersgges narmere pa
en regional skala, s& forekomsten af disse
bakterier er grundigt undersegt fra prgver
i hele landet. Dette kan hjaelpe til at
grundlaegge en strategi for de generelle
procedurer, som bgr fglges i alle landets
kliniske mikrobiologiske afdelinger. 4
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Tabel 1, Resistente isolater overfor CPDI0, CXM30 og ESBL angivet i antal og procent
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