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Sammanfattning

En okad utbredning av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) har setts i Sverige sedan 2007.
Bakteriemi orsakad av VRE ar mycket svarbehandlad, varfor snabbare tillforlitlig resistensdiagnostik ar
betydelsefullt for att minska dodlighet, vardtider, vardkostnader och belastning pa sjukvardssystemet.
P4 mikrobiologilaboratoriet, Region Jonkopings lin (RJL), tar idag identifiering av fenotypisk
vankomycinresistens vid optimala forhallanden 6 timmar, riknat fran att enterokocker konstaterats
vaxa i blodet. Resistensgenerna vanA och vanB, som bland andra orsakar vankomycinresistens hos
enterokocker, kan genetiskt verifieras med loop-mediated isothermal amplification men tar idag upp till
ett dygn dd bakteriekolonier anvdnds som analysmaterial 1 arbetsrutinen pi
molekyldrbiologilaboratoriet, RJL. Syftet med studien var att utvdrdera bakteriepellet som
analysmaterial for genetisk identifiering av vanA och vanB, pd Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE
basic, hos enterokocker fran positiva blododlingar. For att utvardera bakteriepellet som analysmaterial
analyserades isolat av Enterococcus faecium (n=17) och Enterococcus faecalis (n=5) fran bakteriepellets
tillverkade frén simulerade positiva blododlingar med eazyplex® VRE basic pa Genie® II Mk2, varpa
resultaten jamférdes mot isolatens faktiska narvaro/franvaro av vanA/vanB. Samstimmigheten av de
uppmitta- och de forvintade resultaten var fullstindig, vilket indikerar att bakteriepellet med hog
tillforlitlighet kan anvindas som analysmaterial till eazyplex® VRE basic for att pavisa vanA och vanB
hos enterokocker i blododlingar.

Nyckelord: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), mikrobiologi, molekylarbiologi, sepsis,
vankomycinresistenta enterokocker (VRE)



Summary

Identification of vanA and vanB in enterococci in bacterial pellet from positive blood
cultures on Genie® II Mk2 with eazyplex® VRE basic

An increased prevalence of vancomycin-resistant enterococci (VRE) has been observed in Sweden since
2007. Treating bacteremia caused by VRE is difficult, which is why faster, and reliable resistance
diagnostics are important. At the Microbiology laboratory, Region Jonképing County, the identification
of phenotypic vancomycin resistance under optimal conditions takes 6 hours from when growth of
enterococci in blood is determined. The genes vanA and vanB, which among others cause vancomycin
resistance, can be genetically verified by loop-mediated isothermal amplification, but takes up to one
day since bacterial colonies are used as analysis material. The aim of the study was to evaluate bacterial
pellet as an analytical material for genetic identification of vanA and vanB, on Genie® II Mk2 with
eazyplex® VRE basic, in enterococci from positive blood cultures. To evaluate the bacterial pellet,
isolates of Enterococcus faecium (n=17) and Enterococcus faecalis (n=5) from bacterial pellets made
from simulated positive blood cultures were analyzed with eazyplex® VRE basic on the Genie® II Mk2,
and the results were compared to the actual presence/absence of vanA/vanB in the isolates. The
complete coherence between the expected and measured results indicates that the bacterial pellet can
be used as an analytical material for eazyplex® VRE basic.

Keywords: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), microbiology, molecular biology, sepsis,
vancomycin-resistant enterococci (VRE)
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Inledning

Enterokocker ar fakultativt anaeroba grampositiva kocker. De finns framst i tarmens normalflora, men
etablerar och sprider sig litt i sjukhusmiljo. Detta beror pé att enterokocker kan utsté langa perioder av
torka, savil som deras egenskap att adherera till olika material. Enterokockers forméga till forvarvad
antibiotikaresistens mot vankomycin beskrevs for forsta gdngen pa 1980-talet i Storbritannien (1, 2) och
har darfor de senaste decennierna fitt stor uppméarksamhet (3). Det dr framforallt tva genkomplex, vanA
och vanB, som ger upphov till olika grad av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) (4). De
enterokockarterna som avses vid bendmning av VRE dr Enterococcus faecium och Enterococcus
faecalis, dar vankomycinresistens ar mest prevalent hos E. faecium i Sverige.

VRE ir idag ett stort problem pa framfor allt intensivvirdsavdelningar i USA och s6dra delar av Europa
(3). Fram till 2007 var VRE relativt ovanligt i Sverige men har sedan dess orsakat flera begriansade
utbrott dven pa svenska vérdinrattningar (5). Folkhidlsomyndigheten estimerade 2017 att antalet
VRE-fall i Sverige, fram till 2050, kommer vara 200—400 fall per ar (6). Enterokockinfektioner pétraffas
framst i sér och urinvigar, men dven sepsis forekommer (4). Fran ar 2016 till 2021 har totalt 28 fall av
sepsis orsakat av VRE rapporterats i Sverige (5). Av alla sepsisfall i Sverige som orsakades av
enterokocker ar 2021 var 0,3 % vankomycinresistenta E. faecium och 0,1 % vankomycinresistenta E.
faecalis (7). Det ar framst #ldre personer med nedsatt immunférsvar som drabbas av
enterokockinfektioner, dar enterokocksepsis ofta dr mycket svarbehandlat (4). Detta medfor att det i
genomsnitt kravs 15,2 virddygn for behandling en VRE-sepsis jamfort med de 6,7 standardvarddygn
som kravs for behandling av sepsis orsakat av en icke-resistent bakterie. Ett varddygn for behandling av
sepsis kostar i genomsnitt cirka 10 000 kronor (8). Av den totala omvardnadstiden behandlas patienter
med allvarlig sepsis i median 2 dygn pé intensivvardsavdelning, vilket motsvarar en kostnad pé cirka 50
000 kronor per dygn (9).

Definitionen av begreppet sepsis reviderades 2016. Enligt den nya definitionen ar sepsis en livshotande
organdysfunktion som utloses av ett stort systemiskt svar vid en infektion (10). Ett exempel pa sddan
infektion ar bakteriemi; bakterier i blodet. Enligt riktlinjer frin det nationella vardprogrammet for
sepsis och septisk chock tas blododlingar pa patienter med misstankt sepsis i syfte att uppticka eventuell
bakteriemi (11). Vid blododling provtas patienten vendst eller arteriellt, dar blodet direkt tillfors
till blododlingsflaskor. Blododlingsflaskorna placeras darefter i ett blododlingssystem dar automatisk
avlasning av blododlingsflaskorna sker kontinuerligt varje timme. Efter inkubering larmar slutligen
instrumentet for de flaskor som innehaller bakterier (3). P4 mikrobiologilaboratoriet, Region
Jonkopings 1dan (RJL), ar det idag tva resistensbestimningsmetoder som anvinds i rutinarbetet for
fenotypisk diagnostik av VRE vid positiv blododling; diskdiffusion baserat pd European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testings (EUCASTSs) rapid antimicrobial susceptibility testing (RAST) (12)
samt diskdiffusion enligt EUCASTs antimicrobial susceptibility testing (AST) (13). Med denna
arbetsrutin kan preliminirsvar om VRE, raknat frdn och med att en blododlingsflaska larmar positivt,
ges efter cirka 6 timmar med RAST och slutsvar efter cirka 48 timmar med AST, forutsatt att RAST och
AST utfors direkt nar blododlingsflaskan larmar positivt.

I svarsrutinen pa molekylarbiologilaboratoriet, RJL, verifieras VRE (vanA och vanB) genetiskt med
DNA-amplifieringsmetoden loop-mediated isothermal amplification (LAMP) med analysinstrumentet
Genie® II Mk2 (OptiGene Limited, Horsham, Storbritannien) och reagenskittet eazyplex® VRE
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland). Analystiden med Genie® II Mk2 ir endast 15
minuter (14). Trots detta tar det idag upp till ett dygn for genetisk verifiering av VRE pa
laboratoriemedicin, RJL. Detta beror i synnerhet pa att bakteriekolonier anvinds som analysmaterial,
vilka framstills genom utodling av blod frén positiva blododlingar f6ljt av inkubering i upp till 24
timmar. I rutindiagnostiken pd mikrobiologilaboratoriet, RJL, artbestims bakterier i tvittade
bakteriepellets fran positiva blododlingar med Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time of
Flight (MALDI-ToF). Framstallning av pelleten tar cirka 10 minuter och tillverkas genom rening av blod
fran en positiv blododlingsflaska och bestir da av packade bakterier och blodceller. Om det dr mojligt
att anvinda bakteriepellet som analysmaterial, istillet for bakteriekoloni, kan svarstiden for genetisk
verifiering av VRE teoretiskt forkortas med ett dygn. Det ar darfor av stor vikt att utvdardera andra
provmaterial &n bakteriekolonier, d4& en mer effektiv svarsrutin snabbare leder till adekvat
antibiotikabehandling. Snabbare behandling av allvarlig sepsis orsakad av VRE medf6r i sin tur minskad
dodlighet hos patienter, kortare vardtider, ldgre véardkostnader och minskad belastning pé
sjukvardssystemet (4).



Bakgrund

Behandling mot infektion av E. faecium och E. faecalis

Enterokocker ar mycket motstdndskraftiga mot flera antibiotikum (4). Exempelvis ar de naturligt
resistenta mot antibiotikum tillhérande antibiotikagrupperna makrolider, fluorokinoloner,
tetracykliner samt trimetoprim-sulfametoxazol (tillh6rande antibiotikagruppen folsyreantagonister).
Naturlig 1dggradig resistens kan dven ses mot aminoglykosider, men god synergistisk effekt kan uppnas
ikombination med cellviggsantibiotikum (3). Ampicillin, ett cellviggsantibiotikum, ar tillsammans med
aminoglykosider forstahandsvalet for behandling mot infektioner av E. faecalis. Ampicillin anviands
dock i regel inte som behandling mot E. faecium eftersom resistens ar vanligt (15). Vankomycin,
tillhérande antibiotikagruppen glykopeptider, dr forstahandsvalet av antibiotika mot bakteriemi orsakat
av Ampicillinresistenta E. faecium (16).

Vankomycins verkningsmekanism

Vankomycins verkningsmekanism ar inriktad mot grampositiva bakteriers cellvaggssyntes. Cellviggen
hos grampositiva bakterier bestar av ett cytoplasmatiskt membran innerst och ett tjockt lager med
sammanlidnkade peptidoglykankedjor ytterst. En enskild enhet peptidoglykan bestar av tva sackarider
och en kort peptidkedja. Cellvaggsyntesen hos grampositiva bakterier sker i tre steg, varav de tva forsta
stegen sker inuti cellen. I det forsta steget bildas en prekursor kallad Lipid I som bestér av en sackarid
och en pentapeptid. I det andra steget adderas en sackarid och bildar da Lipid II. Lipid II transporteras
sedan genom membranet for att i sista steget inkorporeras i den nybildade peptidoglykankedjan.
Vankomycin &r inriktad mot pentapeptiden pé Lipid II. Hos vankomycinkénsliga enterokocker bestar
de tva yttersta aminosyrorna pa pentapeptiden av d-Alanyl-d-Alanin (d-Ala-d-Ala) som vankomycin har
hog affinitet mot och kan bilda en vitebindning till. Detta forhindrar Lipid II fran att inkorporeras i den
nya cellviggen, vilket resulterar i att cellviggen kollapsar och bakterien lyseras (17) (Figur 1A).

Hur vankomycinresistens uppkommer vid uttryckt vanA eller vanB

Resistens mot vankomycin uppkommer genom en samverkan av flera gener i ett kluster (Figur 1C). Bade
vanA- och vanB-klustrena bestar av sju gener totalt som borjar med ett tvikomponents signalsystem
bestdende av generna vanR och vanS. VanS-genen agerar som en sensor mot vankomycin eller mot
storningar i cellvdggssyntesen, som vid stimuli skickar en signal till vanR-genen som i sin tur
uppreglerar resistensgenerna vanH, vanA/B och vanX. Dessa tre gener verkar for att dndra
dndterminalen pa pentapeptiden pa nybildade Lipid II frdn d-Ala-d-Ala till d-Alanyl-d-Laktat
(d-Ala-d-Lac) (Figur 1B, 1C). Vankomycin har ldgre affinitet mot d-Ala-d-Lac, vilket medfér att
vankomyecin inte langre kan forhindra Lipid II fran att inkorporeras till peptidoglykankedjan. Séledes
blir bakterien resistent mot vankomycin (17) (Figur 1B). VanY-genen, som finns hos bdde vanA- och
vanB-klustrena, avlagsnar kvarvarande d-Ala-d-Ala peptider for att ytterligare minska vankomycins
inverkan pa bakterien. VanZ-genen, som ingar i vanA-klustret, leder till resistens mot antibiotikumet
teikoplanin. Bakterier med vanB-Kklustet ar séledes kinslig mot teikoplanin. VanW-genen hos vanB-
Klustret har okidnd funktion. Enterokocker med vanA- eller vanB-klustrena kan sakna vissa av generna
som annars ingar i klustrena eller att inte alla gener i klustret ar funktionella. Det dr dd mgjligt att
genetiskt detektera vanA eller vanB utan att enterokocken uttrycker fenotypisk resistens. Dessa
enterokocker kallas vankomycinvariabla enterokocker (VVE) (18).
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Figur 1. Schematisk illustration av cellviggssyntesen hos (A) vankomycinkénslig- och (B) resistent
grampositiv bakterie. Beskrivande bild av (C) genklustren vanA och vanB, samt pentapeptidstrukturen
hos kinsliga- och resistenta grampositiva bakterier. Illustrerad av forfattarna, baserad pé (17—22).
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Loop-mediated isothermal amplification

Analysinstrumentet Genie® II Mk2, i kombination med reagenskittet eazyplex® VRE basic, baseras pa
metoden LAMP och anvinds for detektion av vanA och vanB (14). LAMP ir en molekyldrbiologisk
metod som anvinds for amplifiering av DNA (deoxiribonukleinsyra), vilket sker under isoterma
forhallanden. Slutprodukterna som produceras vid LAMP dr DNA-strukturer som innehaller flera
sammanldnkade mélsekvenser i form av sammanldankade och upprepande stammar och loopar (s
kallade stam-loopar). LAMP &r en mycket snabb DNA-amplifieringsmetod (23). Analystiden, inklusive
forberedelser, av vanA och vanB med LAMP utfort med reagenskittet eazyplex® VRE basic
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland) pa analysinstrumentet Genie® II Mk2 &r 20
minuter (14) och har mycket hog specificitet (23). Jamforelsevis ar analystiden for genetisk verifiering
av vanA och vanB med polymerase chain reaction (PCR), som tidigare anvindes i rutinarbetet pa
molekylarbiologilaboratoriet, RJL, cirka 2 timmar. Mangden produkt frain LAMP kan métas
fluorometriskt i realtid, varpa kvalitativt svar om nirvaro/franvaro av vanA/vanB erhélls (23).

Beskrivning av primers och inbindningsregioner kring malsekvensen

P4 vardera sida om malsekvensen anvidnds tre inbindningsregioner vid LAMP. Dessa
inbindningsregioner (sekvenser) kommer hadanefter kallas F1-F3 samt B1-B3 (eller Fic-F3c samt
Bic-B3c, dar c star for komplementart) (Figur 2A;). Vid LAMP anvinds DNA-polymeras med hog
strangseparerande aktivitet och fyra primrar; forward inner primer (FIP) och backward inner primer
(BIP) samt forward outer primer (FOP) och backward outer primer (BOP) (Figur 2An). FIP och BIP
bestar av tva sekvenser vardera, diar en av sekvenserna i vardera primer (F2 och B2) kan hybridisera
uppstroms och nedstréms om maélsekvensen i DNAt (till F2c och B2¢). Den andra sekvensen i FIP och
BIP (F1c och Bic) kallas for "overhang” och kan inte hybridisera till den ursprungliga DNA-stréangen.
Primrarna FOP och BOP bestar av en sekvens vardera; F3 och B3 (23).

Metodprincip

I LAMP hybridiserar inledningsvis FIP till F2c i en ursprunglig DNA-string, vilket initierar syntes av
cDNA av DNA-polymeraset (Figur 2Bi). Eftersom ingen inbindning eller syntetisering sker till F3c i
DNAt kan istéllet FOP hybridisera till F3c i DNAt (Figur 2Br). Hybridiseringen mellan FOP och F3c
initierar syntes av cDNA, vilket simultant separerar dsDNA (Figur 2Bii). Den nyligen separerade
strangen hybridiserar darefter till sig sjdlv (F1 och Fic) och bildar en loop (Figur 2B1v). Darefter bildas
en till ny struktur med en loop pa vardera sida om mélsekvensen med hjdlp av BIP och BOP enligt
foljande. BIP hybridiserar till B2c i DNA-strdngen som redan har en loop, varpd ¢cDNA syntetiseras
(Figur 2By). Direfter hybridiserar BOP till B3c i DNAt vilket, samtidigt som syntetisering av ¢cDNA,
separerar dsDNA (Figur 2Bvi). Den nyligen separerade DNA-strangen hybridiserar slutligen till sig sjalv
(B1 och Bic samt Fic och F1), vilket bildar en loop pé vardera sida om malsekvensen (Figur 2Bvi). Till
3’-dnden av den hantelformade DNA-strukturen adderas darefter nukleotider komplementart, vilket
oppnar upp loopen i 5’-dnden. Denna nybildade struktur ar en sa kallad stam-loop (Figur 2Bvii). En
stam-loop fungerar som startmaterial for LAMP-cykling, andra fasen av LAMP. Vid LAMP-cykling
hybridiserar FIP och BIP i olika steg till loopar i syntetiserade DNA-stringar, vilket exponentiellt
amplifierar antalet mélsekvenser. Produkten av LAMP ar DNA-strukturer med varierande langd, dar
lingden varierar beroende pé antalet ssmmanliinkade mélsekvenser och loopar (Figur 2Brx) (23). Aven
s kallade loop-primers kan anviandas i LAMP for ytterligare amplifiering av DNA (24).
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Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight

I rutinverksamheten pa mikrobiologilaboratoriet, RJL, artbestims bakterier i tvittade bakteriepellets
fran positiva blododlingar genom analys med MALDI-ToF. Analysmetoden, en typ av
masspektrofotometri, 4r en av de snabbaste och mest tillforlitliga teknikerna for artbestimning av
bakterier. Vid analys med MALDI-ToF 6verfors en liten del av en bakteriekoloni eller bakteriepellet till
en position pd en MALDI-provplatta, pd vilken dven en matrixlosning appliceras. Matrixlosningen
extraherar endogena proteiner fran bakterierna som sedan mits med en detektor. Nar provet darefter
bestralas av lasern i MALDI-ToF-instrumentet evaporerar proteinerna. Proteinerna separeras utifran
molekylmassa och anldnder till detektorn i instrumentet. Genom att méata den specifika tidpunkten da
proteiner anlander till detektorn erhdlls ett proteinmonster som slutligen jamfors mot proteinmonster
i en referensbank. Overrensstimmelse mellan det uppmaitta proteinmonstret och ett proteinmonster i
referensbanken pévisar bakteriens art. Varje proteinmonster ar artspecifikt och fungerar som ett
molekylart fingeravtryck (25).

Fenotypisk resistensbestamning med diskdiffusion

En av de mest frekvent anvinda resistensbestimningsmetoderna for att underséka humanpatogena
bakteries resistensmonster pad kliniska laboratorier &ar diskdiffusion. Enligt EUCASTSs
diskdiffusionsmetod, AST, stryks en suspension med en bestimd koncentration av bakterier ut jaimnt
over en agarplatta, varpa diskar med en bestdmd koncentration antibiotika placeras. Antibiotikan fran
disken diffunderar radiellt i agarn och bildar darigenom en koncentrationsgradient. Efter inkubering
kan, vid kianslighet mot den aktuella antibiotikan, en bakteriefri zon ses kring antibiotikalappen. Pa
liknande satt utfors EUCASTSs diskdiffusionsmetod RAST. Skillnaden mellan RAST och AST ar att vid
utstrykning av bakterier vid RAST anvinds blod fran positiva blododlingsflaskor som material och vid
AST anvinds bakteriekolonier fran renodling. Ytterligare en skillnad ar att inkuberingstiden for RAST
ar kortare dn AST. DAa enterokockers kinslighet mot vankomycin ska bestimmas mits
inhiberingszonens diameter efter 6 timmars inkubering for RAST och efter 24 timmars inkubering for
AST. Inhiberingszonens storlek som bildas vid RAST och AST korresponderar till bakteriens kinslighet
mot antibiotikan. Genom att méta inhiberingszonens diameter, och jimféra mattet mot EUCASTs
brytpunktstabell, kan bakterien slutligen kategoriseras som S (kinslig) eller R (resistent) mot
antibiotikan (26). EUCASTs brytpunktsmétt (RAST (27) och AST (15)) for vankomycin mot
enterokocker finns presenterat i Bilaga 1. D4 enterokockers kénslighet mot vankomycin ska bestimmas
med AST behéver dven utseendet pd inhiberingszonens kant tas i beaktning. Oavsett hur stor
inhiberingszonens diameter kring vankomycin ar sd beddms enterokocken som R (VRE) om
inhiberingszonens kant ar diffus, samt om kolonier vixer inuti inhiberingszonen (28) (Figur 3).

f

Vankomycinkénslig enterokock Vankomycinresistenta enterokocker

Figur 3. Inhiberingszoner vid AST for (A) vankomycinkinslig E. faecalis och (B-D) olika
vankomycinresistenta E. faecium (vanB). (A) Inhiberingszonens diametern dr stérre dn 12 mm och
zonkanten ar skarp. (B, C) Inhiberingszonens diametern ar stérre dn 12 mm men zonkanten ar diffus.
(D) Vaxt av kolonier kan ses inuti inhiberingszonen. Bilder tagna av forfattarna.



Syfte

Studien syftade till att utviardera bakteriepellet som analysmaterial for genetisk identifiering av vanA
och vanB, pa Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE basic, hos enterokocker fran positiva blododlingar.



Material och metod

Urval och studiedesign

Studien utfordes i form av en metodutviardering pd mikro- och molekylarbiologilaboratoriet, RJL.
Arbetet innefattade bakterieisolat (n=24) av arterna E. faecium och E. faecalis frén patienter (n=15),
kontrollstammar frdn United Kingdom External Quality Assessment Services (UK NEQAS) (n=4),
referensstammar frdn American Type Culture Collection (ATCC) (n=2) och isolat fran Lianssjukhuset
Ryhovs stambank (n=3). Isolaten (n=24) utgjordes av enterokocker med vanA (n=9), vanB (n=13) samt
VSE (vankomycinkinsliga enterokocker, utan vanA och vanB) (n=2) (Bilaga 2). Férekomst av vanA
eller vanB hos samtliga patientisolat hade vid tidigare tillfillen genetiskt analyserats frin bakteriekoloni
pd Genie® II Mk2 (OptiGene Limited, Horsham, Storbritannien) med eazyplex® VRE
(AmplexDiagnostics GmbH, Gars-Bahnhof, Tyskland) i rutinarbetet pd molekylédrbiologilaboratoriet,
RJL. Humanblod frén blodgivare anvindes i studien for tillverkning av positiva blododlingsflaskor.
Blodet Overlimnades i omirkt kdrl av personal pd substratavdelningen, RJL, efter genomférda
kontroller som ingéar i rutinarbetet vid tillverkning av blododlingsplattor. Fenotypisk kontroll av
vankomycinkinslighet hos bakterieisolaten utfordes i arbetet med RAST och AST. Identifiering av vanA
och vanB utférdes pa Genie® II Mk2 med eazyplex® VRE basic (AmplexDiagnostics GmbH) (n=22)
samt pa eazyplex® VRE (n=2) pd enterokocker fran bakteriepellet (Bilaga 2). Kontroll av art i
bakteriepelletsen utfordes med MALDI-ToF. Dir utéver gjordes dven efterstryk vid flera moment i
arbetet for att kontrollera néarvaro av bakterier.

Beskrivning av analysinstrument och reagenskit

Analysinstrumentet Genie® II Mk2, i kombination med reagenskittet eazyplex® VRE basic, baseras pa
metoden LAMP som anvinds for amplifiering och detektion av vanA och vanB (14). Till instrumentet
anvands idag ett annat reagenskit for identifiering av vanA och vanB pa molekylarbiologilaboratoriet,
RJL; eazyplex® VRE. Reagenskitten innehaller ror med 500 pL resuspenderings- och lyseringslosning
(RALF) samt teststrip. Ett teststrip fran eazyplex® VRE basic bestar av brunnar, dar en frystorkad pellet
finns i tre av brunnarna for identifiering av vanA, vanB och inhiberingskontroll. Ett teststrip fran
eazyplex® VRE bestar av brunnar, dir en frystorkad pellet finns i fem av brunnarna for identifiering av
vanA, vanB, inhiberingskontroll samt provkontroll fér sir- och rektalprov. En frystorkad pellet
innehéller DNA-polymeras, buffertkomponenter, Mg.SO,, fria nukleotider, primers och fluorescerande
farg. Analys med eazyplex® VRE basic och eazyplex® VRE pa Genie® II Mk2 ger kvalitativa resultat
angaende forekomst av resistensgenerna vanA och vanB (14). Vid féorekomst av inhiberande faktorer i
provmaterialet blir inhiberingskontrollen negativ, vilket forhindrar falskt negativa resultat av vanA och
vanB (14).

Datainsamlingsmetod

Tillverkning av positiva blododlingsflaskor

Bakteriestammarna tinades och inokulerades pa en blodagarplatta (substratavdelningen, Lanssjukhuset
Ryhov Jonkoping, Sverige) och inkuberades darefter aerobti 35 + 1 °Ci 24 timmar. Fria bakteriekolonier
suspenderades i 0,9 % (w/v) NaCl till 0,5 McFarland (McF), dar métning av McF utfordes med hjilp av
DensiCHECK Plus™ (bioMérieux, Durham, NC). Bakteriesuspensionen spaddes dérefter med faktor
1:10%. Av den slutliga bakteriesuspensionen odlades 100 pl ut pa en blodagarplatta som inkuberades
aerobt i 35 + 1 °C i 24 timmar och kontrollerades darefter for vixt. Till en aerob BacT/ALERT®
blododlingsflaska (bioMérieux) tillsattes 0,4 mL av den spddda bakteriesuspensionen och 10 mL
humanblod. Blododlingsflaskorna placerades i blododlingssystemet BacT/ALERT® VirtuO®
(bioMérieux) vid 36,5 °C. En droppe blod fran de positiva blododlingsflaskorna odlades ut i trestryk pa
blodagarplatta och inkuberades aerobt i 35 + 1 °C i 24 timmar for anvindning till AST.

Kontroll av fenotypisk vankomycinresistens med RAST

Tre droppar blod fran egentillverkad positiv blododlingsflaska stroks ut jamnt éver en Mueller Hinton
(MH)-agar (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Frankrike), varpa vankomycin (5 pg) i diskform
(Oxoid Limited, Hampshire, Storbritannien) placerades, och inkuberades aerobti 35 + 1 °Ci 6 timmar.
Efter inkubering mattes zondiametern for vankomycin och jamfordes mot EUCASTs Zone diameter
breakpoint tables for RAST (27) for kontroll av enterokockisolatens kianslighet mot vankomycin.
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Kontroll av fenotypisk vankomycinresistens med AST

Fria bakteriekolonier pd blodagarplatta fran egentillverkad positiv blododlingsflaska suspenderades i
0,9 % (w/v) NaCl till 0,5 McF, diar mitning av McF utférdes med hjilp av DensiCHECK Plus™
(bioMérieux). Bakteriesuspensionen inokulerades jamnt till en MH-agar, pa vilken vankomycin (5 pg) i
diskform placerades, och inkuberades aerobt i 35 + 1 °C i 24 timmar. Efter inkubering maittes
zondiametern f6r vankomycin och jamfordes mot EUCASTSs Clinical breakpoint tables (15) for kontroll
av enterokockisolatens kénslighet mot vankomycin.

Tillverkning av bakteriepellet och analys med MALDI-ToF

Fran egentillverkad positiv blodflaska Gverférdes 1 mL blod till 200 pL saponinl6sning (5 %, w/v).
Dérefter blandades och inkuberades 16sningen i minst 5 min i rumstemperatur. Provet centrifugerades
1 min vid 10 570 g och supernatanten avlagsnades. Provet tvittades genom att 1 mL avjoniserat vatten
tillsattes, blandades och centrifugerades i 1 min vid 10 570 g. Supernatanten avldgsnades innan provet
sjdlvtorkade. Proverna applicerades i dubbelpositioner pa en MALDI-provplatta. Forst tillsattes 0,5 uL
70 %-ig myrsyra (CH.0O,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) till varje prov som sedan fick torka innan 1 uL.
matrix tillsattes (2,5 mg alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic acid 16st i 350 uL stocklosning (50%
acetonitril, 47,5% sterilt vatten och 2,5% trifluorattiksyra)) (Sigma-Aldrich). Efter att matrixen torkat
analyserades proverna med MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics, Bremen, Tyskland) med
instéllningen sepsityper som anvinds till blododlingar.

Genetisk identifiering av vanA och vanB i bakteriepellet

En liten mingd bakteriepellet suspenderades i ett ror med 500 puL RALF fran reagenskittet eazyplex®
VRE basic. For att kontrollera att bakterier fanns i blod-RALF-suspensionen stroks suspensionen pa
blodagarplatta och inkuberades direfter aerobt i 35 + 1 °C i 24 timmar och kontrollerades for vixt.
Provet inkuberades i 2 minuter vid 99 °C och eventuell kondens centrifugerades ner innan 25 pL av
suspensionen overfordes till varje brunn med en frystorkad pellet i teststrippen. Eventuella luftbubblor
avldgsnades innan teststrippen koérdes for analys i Genie® II Mk2. Enligt samma steg som for genetisk
identifiering av vanA och vanB hos 22 stammar frin bakteriepellet med eazyplex® VRE basic
analyserades 2 stammar med reagenskittet eazyplex® VRE.

Dataanalys

Identifieringen av narvaro eller frinvaro av vanA och vanB i bakteriepellet med eazyplex® VRE basic
jamfordes mot isolatens forvintade resultat. Overensstimmelsen mellan det uppmitta och det
forvantade resultatet upprattades med en confusion matrix for bestimning av antalet sant positiva (SP)
och -negativa (SN) samt falskt positiva (FP) och -negativa (FN) uppmatningar. Med hjilp av antalet SP,
SN, FP och FN beriknades direfter Overensstimmelsen genom berdkning av accuracy (ACC),
specificitet, sensitivitet och Matthew’s correlation coefficient (MCC). Berdkningar och upprittande av
tabeller samt confusion matrix utférdes med hjilp av Microsoft® Excel® for Microsoft 365 MSO
version 2301 (Microsoft Corporation, Redmond, WA).

Etiska 6vervaganden

Infor arbetet har en etisk egengranskning genomforts enligt anvisningar fran Hilsohdgskolan i
Jonkoping. I arbetet studerades bakteriestammar som isolerats fran patienter i rutinverksamheten pa
Lanssjukhuset Ryhov i Jonkoping. Patientisolaten var pseudoanonymiserade vilket innebar att de var
miarkta med ett LID-nummer som i sin tur var kopplade till patientens personnummer i
laboratoriemedicins (RJL) datasystem (LabVantage Medical Suite LIS, Software point, Espoo, Finland).
Personer utanfor studiegruppen hade inte tillging till datasystemet, varpa bakterieisolaten inte kunde
harledas tillbaka till personlig information om patienterna. Personerna som ansvarade for den aktuella
studien har tystnadsplikt. Tystnadsplikt inom varden innebar att ingen far lamna ut uppgifter om
patienter om inte ndgon annan lag tilliter det. Aven blod fran blodgivare anvindes i utforandet av
studien, vilket 6verlimnades i omarkt kérl av personal pa substratavdelningen, RJL. Eftersom inga
patientprovet anviandes i studien kravdes inga tillstdnd infor genomforandet. Resultatet av studien hade
ingen fysisk eller psykisk inverkan pad patienterna som bakteriestammarna isolerats ifrdn eller pa
blodgivarna.



Resultat

Kontroll av art, fenotypisk vankomycinresistens och efterstryk

De identifierade arterna i bakteriepellet med MALDI-ToF stimde 6verens med den art som forvantades.
Aven forvintad fenotypisk kinslighet mot vankomycin stimde 6verens med den uppmitta kiinsligheten
mot vankomycin (RAST och AST) fér samtliga stammar (Bilaga 3). P4 samtliga efterstryk
(bakteriesuspension till blododlingsflaska, blod fran positiv blododlingsflaska och RALF-suspension)
kunde vaxt av likartade kolonier ses.

Identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE basic

Vid identifiering av vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet pd Genie® II Mk2 med eazyplex®
VRE basic (n=22) staimde narvaron/franvaro av vanA/vanB 6verens med vad stammarna forvantades
ha (SP och SN) hos samtliga isolat (Tabell 1). Hos en stam (E. faecium, vanB) blev inhiberingskontrollen
negativ, varpa resultat om vanA och vanB uteblev. Efter upprepning av test frin samma pellet blev
inhiberingskontrollen positiv och stammen identifierades som vanB. Vid berdkning av ACC, specificitet,
sensitivitet och MCC erholls vardet 1 for samtliga berakningarna (Bilaga 4).

Tabell 1. Confusion matrix som beskriver overensstaimmelsen mellan stammarnas (n=22) faktiska
nérvaro/franvaro av vanA/vanB jamfort med de uppmatta resultaten med eazyplex® VRE basic.

Uppmitt Faktisk vanA - .
vanA 8 o] o]
vanB (o] 12 0]
Negativ 0] 0 2

Identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE

Vid identifiering av vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet pd Genie® II Mk2 med eazyplex®
VRE (n=2) var det en stam som stimde 6verens med stammens faktiska gen (vanB). Hos den andra
stammen (E. faecium, vanB) uteblev identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE da
inhiberingskontrollen blev negativ vid de tva tillfillen som stammen analyserades.
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Diskussion

Studiens syfte var att utvardera bakteriepellet som analysmaterial for genetisk identifiering av vanA och
vanB hos enterokocker i positiva blododlingar, dar identifieringen utfordes med eazyplex® VRE
basic pd Genie® II Mk2. Bearbetningen av resultatet, och darigenom utvirdering av bakteriepellet som
analysmaterial, gjordes i form av berdkningar och jamférelser mellan stammarnas faktiska- och
uppmadtta nirvaro/frinvaro av vanA/vanB.

Metoddiskussion

eazyplex® VRE basic

Under flera moment i arbetet har kontroller genomforts for att uppticka eventuell provférvixling och
kontaminering i vidare syfte att stdrka arbetets validitet. Detta gjordes bland annat genom
artbestimning av isolat i bakteriepelletsen med MALDI-ToF innan analys av vanA och vanB. Aven
fenotypisk kontroll av kinslighet mot vankomycin hos isolaten i egentillverkade positiva
blododlingsflaskor undersoktes med RAST och AST. Dir utover gjordes dven efterstryk vid flera
moment i arbetet for att kontrollera nirvaro av bakterier. En sammanvigning av samtliga efterstryk
gjordes slutligen, vilket starkt indikerade att bakteriepelletsen endast inneholl en bakteriestam
vardera. Gramfargning dr en vanligt forekommande metod inom klinisk mikrobiologi som kan anvindas
for kontroll av blandkultur, d& bakteriers lagringsform och gramtillhérighet synliggors vid
mikroskopering (3). Eftersom gramfargning inte utférdes pa bakteriepelletsen i det aktuella arbetet ar
det inte garanterat att pelletsen vid tid for analys var av renkultur, vilket ar en brist i studien. Daremot
anses det vara osannolikt att pelletsen innehoéll fler dn ett isolat, da kolonierna pa efterstryken var
likartade.

Arterna som anvindes i arbetet var E. faecium och E. faecalis som utgjordes av kliniska patientisolat,
referensstammar och kontrollstammar. Enligt statistik fran Lanssjukhuset Ryhov var det under 2022
totalt 87 patienter inom RJL med positiva blododlingar med fynd av enterokocker (ren- och
blandkultur). Majoriteten utgjordes av E. faecium och E. faecalis (totalt 83 fynd sammanlagt). Andra
enterokockarter som forekom i positiva blododlingar under 2022 inom RJL var E. avium, E.
classiflavum, E. durans och E. gallinarum (1—4 fynd vardera). Trots forekomst av andra
enterokockarter adn E. faecium och E. faecalis i den kliniska verksamheten anses urvalet i studien
representativt infor implementering av metoden for analys av kliniska patientprover. Antagandet
baseras pa faktumen att VRE endast avser arterna E. faecium och E. faecalis samt att det dr dessa
enterokockarter som dr mest prevalenta i Sverige (4).

Resistensgenerna vanA och vanB kan férekomma hos andra bakteriearter 4n endast enterokocker,
dir vanA hittills har detekterats hos arterna Staphylococcus aureus, Clostridioides difficile och
Paenibacillus apianus och vanB har pévisats hos bakterieklassen Clostridia och arten Eggerthella lenta
(14). Den globala prevalensen av vankomycinresistenta S. aureus 2020 var 1,5% (29). De vanligaste
patogenerna som orsakar sepsis dr bland andra S. aureus (samhillsférviarvad) och enterokocker
(sjukhusforvarvad) (11). Det ar nodvandigt med artbestamning i samband med analys med eazyplex®
VRE basic eftersom reagenskittet kan identifiera vanA och vanB hos flera arter (14). Siledes innebar
inte ett positivt resultat av vanA eller vanB med eazyplex® VRE basic att isolatet kan bekriftas som
VRE forran verifiering av art genomforts. I en studie frén 2017 utvarderades reagenskitten eazyplex®
MRSA (meticillinresistenta S. aureus), eazyplex® Gram-positive och eazyplex® Gram-negative vid
diagnostik av positiva blododlingar. I studien analyserades 15 positiva blododlingar med blandkultur,
vilket med de tre reagenskitten genererade felaktiga resultat vid 27% av fallen (30). Foljaktligen ar det
av stor betydelse att artbestimma bakterien och sdkerstilla att bakteriepelleten innehaller renkultur i
samband med identifiering av vanA och vanB med eazyplex® VRE basic for att stdrka metodens
validitet och generera trovardiga resultat.

I arbetet har 22 isolat analyserats med eazyplex® VRE basic under tre veckor av tva utférare. For att
ytterligare undersoka, samt potentiellt stirka, metodens repeterbarhet skulle samma isolat kunna
undersokas igen vid ett senare tillfille av samma tva utovare. Utover detta skulle isolaten dven kunna
analyseras av andra utférare eller mellan reagenskit fran olika batcher (olika LOT-nummer) for att
ytterligare stirka metodens interbedomarreliabilitet. Oss veterligen finns det inga tidigare vetenskapliga
studier som utvarderat bakteriepellet som analysmaterial till eazyplex® VRE basic. Tillverkaren av
eazyplex® VRE basic, Amplex, har i en egen utvardering av reagenskittet analyserat variationen mellan
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utforare och mellan reagenskit med olika LOT-nummer hos tva andra analysmaterial; bakteriekoloni
och blod direkt fran positiv blododling. Deras resultat visar att det inte ar nigon variation i resultaten
mellan utférare eller mellan reagenskit med olika LOT-nummer (14). Det antas darfor vara troligt
att ingen variation heller foreligger i resultaten for bakteriepellets kopplat till dessa faktorer i den
aktuella studien.

For ett isolat som analyserades med eazyplex® VRE basic blev inhiberingskontrollen negativ. Vid
aterupprepning av testet blev inhiberingskontrollen positiv, varpa van-genen éven stimde 6verens med
det forviantade resultatet. Syftet med att genomfora inhiberingskontroll med varje prov ar att f6rhindra
falskt negativa resultat som wuppstitt pa grund av inhiberande faktorer (14). Varfor
inhiberingskontrollen blev negativ forsta gangen isolatet analyserades ar oklart. En trolig orsak kan
vara att for stor mangd bakterier anvindes frin bakteriepelleten. Riktlinjen for metoden ar att anvénda
en liten miangd material, samt att fér stor méngd cellmaterial kan leda till ogiltiga testresultat (14).
Ytterligare en faktor som ddrmed stirker denna ansats ar att den definierade mangden bakteriepellet
som ska anviandas i metoden inte ar exakt. Eftersom det inte finns nagot exakt matt pd mangden material
som ska anvindas i metoden (14) antas méngden provmaterial kunna variera fran gang till gdng som
analysen genomfors, vilket medfor en risk att for stor (eller for liten) mangd material anviands. En
odefinierad méngd material, dar for mycket material kan leda till ogiltiga resultat, anses kunna vara en
brist med metoden. Om mingden material p& ndgot sitt skulle kunna definieras adr det mindre risk att
for stor (eller for liten) mangd material anvinds. Darigenom skulle dven materialatgdng och dess
kostnader, pa grund av aterupprepade tester, minskas.

eazyplex® VRE

Inom ramen av studien odlades totalt 24 enterokockisolat i blododlingsflaskor. Nir tva isolat aterstod
att analyseras for vanA/vanB med eazyplex® VRE basic fanns det inga fler teststrip att tillga. Eftersom
det fanns tillgang till teststrip fran ett annat reagenskit, eazyplex® VRE, analyserades bada isolaten med
detta reagenskit istdllet. Det framgar inte av reagenskittens tillverkare att det ar nigon skillnad géllande
analys av vanA och vanB mellan reagenskitten (14, 31). Hos det ena isolatet kunde korrekt identifiering
av gen faststillas. For det andra isolatet blev inhiberingskontrollen negativ, dven efter omkorning. Nar
personal pa molekyldrbiologilaboratoriet, RJL, senare analyserade ett kliniskt patientprov med ett annat
reagenskit (genetisk verifiering av MRSA) pd samma instrument (Genie® II Mk2) blev
inhiberingskontrollen dven d& negativ (Personlig kommunikation, S Lundin, 2023-04-20). Enligt
tillverkaren av eazyplex® VRE orsakas ogiltig inhiberingskontroll av foljande; inhiberande faktorer i
provet, for mycket cellmaterial eller defekt instrument (31). Analysinstrumentet Genie® II Mk2 ar
uppdelat i tva block (A och B) som mojliggor simultan analys av tva prover (14). Samtliga tre analyser
dir inhiberingskontrollen blev negativ utférdes pa block A, vilket indikerar att resultaten troligen
berodde pa tillfalligt mitfel i block A. Som kontroll kan ett analysstrip med endast RALF (utan
provmaterial) analyseras. Om inhiberingskontrollen blir ogiltig ar det troligt att instrumentet ar defekt
(31). Detta var inget som utfordes pa grund av begriansad tillging till material, varpa orsak till ogiltig
inhiberingskontroll inte har faststillts. Eftersom tre inhiberingskontroller efter varandra blev ogiltiga
med block A antas orsaken till resultaten dnda hogst troligen bero pé defekt instrument. Detta utesluter
dock inte att de ogiltiga inhiberingskontrollerna berodde pa nagot annat, exempelvis for stor mangd
cellmaterial eller inhiberande faktorer i provet. Gillande majligheten for identifiering av vanA och vanB
hos enterokocker fran bakteriepellet med eazyplex® VRE gors inga slutsatser eftersom det inte var syftet
med studien.

Resultatdiskussion
eazyplex® VRE basic

Vid beridkning av ACC, specificitet, sensitivitet, och MCC erholls hogsta mdjliga virdena for samtliga
berdkningar. Vardena som erholls av dessa berdkningar indikerar darmed starkt att narvaro eller
frdnvaro av vanA eller vanB med 100 % tillforlitlighet kan identifieras korrekt hos enterokocker i
bakteriepellet med eazyplex® VRE basic pd Genie® II Mk2. Oss veterligen finns det inga tidigare
studier som utvirderat bakteriepellet som analysmaterial for eazyplex® VRE basic. Daremot finns det
en likartad studie dar bakteriepellet anviants som analysmaterial vid analys av MRSAtill en
automatiserad PCR-baserad metod. Resultaten fran denna studie visade att metoden hade 100 %
specificitet och 99 % sensitivitet for de 106 stammar som undersoktes (32). Trots att en annan resistens-
gen undersoktes med en annan, men liknande, metod antas resultaten stirka resultaten i det aktuella
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arbetet eftersom bakteriepellet anvindes som analysmaterial. Amplex, tillverkaren av eazyplex® VRE
basic, har i en egen utvirdering av reagenskittet faststallt kittets specificitet- och sensitivitet till 100 %
med bakteriekolonier eller blod direkt fran blododlingar som analysmaterial (14). Aven denna studie
antas stirka det aktuella arbetets resultat eftersom samma reagenskit utvirderats i bida studierna, samt
att samma sensitivitet och specificitet uppmitts. Dock bor resultaten tolkas med forsiktighet eftersom
andra analysmaterial 4n i den aktuella studien anviandes. Det finns dven en risk for att studien kan anses
partisk da det ar reagenskittets egna tillverkare som utfort studien.

Patientnyttan med snabbare diagnostik

Trots att andelen VRE i positiva blododlingar i Sverige fortfarande ar relativt ovanligt (4 fynd 2020 och
2 fynd 2021) (7) ar det av stor vikt att tidigt identifiera- och administrera effektiv behandling mot dessa
infektioner. Okad tillginglighet for snabb diagnostik, och dirigenom tidig insittning av effektiv
antibiotikabehandling hos patienter med allvarliga bakterieinfektioner (ddribland sepsis), forbattrar
utfallet for patienter samt minskar vardtiden, virdkostnader och belastning pa sjukvéardssystem (33).
En av de forsta stora studierna (2006) som gjordes inom omrédet visade att dodligheten 6kade for varje
timme som effektiv behandling fordrojdes hos patienter med septisk chock (34). Senare studier pa
samma amne stoder dessa resultat (35, 36). En studie har dven visat att fordréjd insattning av adekvat
antibiotikabehandling okar risken for sepsis att utvecklas till septisk chock (37), dar dodligheten vid
septisk chock dr hogre dn vid sepsis (38, 39). I enlighet med tidigare namnda studier fann en studie fran
2020 att det fanns ett signifikant samband (p=0,02) mellan ineffektiv behandling och 6kad dodlighet
hos patienter med sepsis med positiva blododlingar. Studien fann dven att 6kad dodlighet foreligger vid
overflodigt bred antibiotikabehandling. Vidare skriver forfattarna i samma studie att patienter med
resistenta bakterier 16per storre risk for samsjuklighet, kraver aggressivare vard samt att hogre dodlighet
foreligger (40). Nar allt detta vigs samman blir det 4n tydligare att snabbare resistensdiagnostik, och
dirigenom tidigare administrering av adekvat antibiotika, ar viktigt for att forhindra komplikationer
och minska dodligheten vid sepsis orsakat av bakteriemi med resistenta bakterier. Foljaktligen ar det av
stort intresse att anvianda bakteriepellet istillet for bakteriekolonier som analysmaterial vid fynd av
enterokocker i positiva blododlingar, da ett dygns forkortad diagnostisering avsevart kan péaverka
utfallet for patienter i de fall dar varje timme riaknas.

Slutsatser

Studiens resultat visar att det med mycket hog tillforlitlighet gér att identifiera narvaro- och franvaro av
vanA och vanB hos enterokocker i bakteriepellet med eazyplex® VRE basic pa Genie® II Mk2. Fordelen
med att anvdnda bakteriepellet istillet for bakteriekolonier som analysmaterial ar att svarstiden
forkortas med ungefar ett dygn eftersom tiden for framodling av bakteriekolonier exkluderas. Kortare
svarstider ar i sin tur kopplat till minskad dodlighet hos patienter, kortare vardtider, lagre
vardkostnader och minskad belastning pé sjukvardssystemet. Det ar ett ytterst outforskat omrade; att
anvianda bakteriepellet som analysmaterial till LAMP, men det finns ett fatal liknande studier som delvis
stodjer de huvudsakliga fynden i det aktuella arbetet.
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Bilagor

Bilaga 1 — EUCASTSs brytpunktsmatt for vankomycin mot enterokocker
(AST och RAST)

EUCASTSs brytpunktsmétt (diameter, mm) for vankomycin (RAST) (27)

Enterococcus faecium R <13, ATU* = 13-50

Enterococcus faecalis R <10, ATU* = 10-50

EUCASTSs brytpunktsmétt (diameter, mm) for vankomycin (AST) (15)

Enterococcus spp. R <12 <S

*Area of Technical Uncertainty (ATU) innebar att tolkningen av resultatet dr osdkert, varpa
kategorisering om kénslighet inom detta storleksintervall inte dr mojlig (27). E. faecium och
E. faecalis kan darfor endast kategoriseras som R mot vankomycin med RAST (27).




Bilaga 2 — Beskrivning av stammarna som ingick i studien

Stammar som analyserades med eazyplex® VRE basic (n=22)

Art VRE/VVE/VSE vanA/vanB Ursprung Infektionslokal
E. faecium VRE vanB Stambank* -
E. faecalis VRE vanB ATCC 51575** -
E. faecalis VRE vanB Stambank* -
E. faecalis VSE - ATCC 29212%** -
E. faecalis VRE vanA UK NEQAS -
E. faecium VRE vanA UK NEQAS -
E. faecium VRE vanB Patientisolat Sar/perineum
E. faecium VRE vanB Patientisolat -
E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum
E. faecium VVE vanA Patientisolat Feaces
E. faecium VSE - Patientisolat Blod
E. faecium VRE vanB UK NEQAS -
E. faecium VRE vanA Patientisolat Perineum
E. faecalis VRE vanB UK NEQAS -
E. faecium VRE vanB Patientisolat Urin
E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum
E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum
E. faecium VRE vanB Stambank* -
E. faecium VRE vanB Patientisolat Perineum
E. faecium VRE vanA Patientisolat Centralvenskateter/jugularis
E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum
E. faecium VRE vanA Patientisolat Feaces/rektum

Stammar som analyserades med eazyplex® VRE (n=2)

E. faecium VRE vanB Patientisolat Feaces/rektum
E. faecium VRE vanA Patientisolat Urin

* Stambanken pa Laboratoriemedicin vid Lanssjukhuset Ryhov i Jonképing

** Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz (ATCC 51575)
*** Enterococcus faecalis (Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz (ATCC 29212)



Bilaga 3 — Jamforelse av faktisk- och uppmatt art samt fenotypisk
vankomycinkanslighet

Art Kiinslighet mot vankomycin
Faktisk Uppmiitt F(asljt;{s)k RA%’P}pQI:'aII‘%/-R) gggr?sa/tlt{;
E. faecalis E. faecalis S ATU S
E. faecalis E. faecalis R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R ATU R
E. faecalis E. faecalis R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium S ATU S
E. faecium E. faecium S ATU S
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R ATU R
E. faecalis E. faecalis R ATU R
E. faecalis E. faecalis R ATU R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R ATU R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R
E. faecium E. faecium R R R




Bilaga 4 — Berékning av ACC, specificitet, sensitivitet och MCC

Berékning av accuracy

ACC anger andelen (%) korrekta identifieringar (SP och SN) i forhéllande till det totala antalet
identifieringar. Berdkning av ACC kan anta virden fran o till 1, dar 1 innebédr att andelen korrekta
identifieringar ar 100 %.

Antalet korrekta identifikationer
ACC =

Totala antalet identifikationer

Totala antalet identifikationer/stammar = 22
Antal korrekta identifikationer (vanA, vanB och negativ) =8 + 12 + 2

8+ 12+ 2
R ——

ACC =
cc >

Berakning av specificitet och sensitivitet

Specificitet dr andelen (%) uppmaétta negativa resultat som korrekt identifierats som negativa (SN).
Berdkning av specificitet kan anta virden fran o till 1, dir 1 innebér att andelen korrekta identifieringar
av negativa resultat ar 100 %.

Specificitet = — >
pecificite SN+ FP

Sensitivitet dr andelen (%) uppmitta positiva resultat som korrekt identifierats som positiva (SP).
Beridkning av sensitivitet kan anta virden fran o till 1, dir 1 innebér att andelen korrekta identifieringar
av positiva resultat ar 100 %.

SP

Sensitivitet = SP+—FN

Med confusion matrix kan de uppmatta och faktiska viardena kategoriseras enligt foljande:
Antal sant positiva matningar (SP) = 20

Antal falskt positiva matningar (FP) = o

Antal sant negativa matningar (SN) = 2

Antal falskt negativa métningar (FN) = o

2
S ificitet =——=1
pecificite 5T 0

S tivitet = =1
ensitivite 200

Berikning av Matthew’s Correlation Coefficient

MCC anger korrelationskoefficienten for 6verrensstimmelsen mellan uppmatta och férvintade varden.
Berdkning av MCC kan anta varden mellan -1 och 1, diar -1 innebar att ingen Gverrensstimmelse
foreligger, 0 innebar att Gverrensstimmelsen inte ar béattre &n randomiserade forutsédgelser och 1
innebar perfekt 6verensstimmelse mellan uppmaitta och forvantade varden. Ett hogt MCC-virde erhalls
endast nar majoriteten av matningarna blir SP samtidigt som majoriteten av matningarna blir SN.



cXs—txp
JsZ—pxpysz—txt
CXSs— (tvanA X Pvana t tvans X Pvanp + tNegativ X pNegativ)

\/52 - (pvanA X Pvana + PvanB X PvanB + ) \/52 - (tvanA X tyana t tyan X tyanp + )

MCC =

Klass (k) Antal faktisk gen () Antal uppmaitt gen (p) ﬁg;ﬂé?;;fg:
vanA 8 8 8
vanB 12 12 12
Negativ 2 2 2
Total 22 (s) 22 22 (¢)

c=Antalet korrekta uppmatningar = 22

s=Totala antalet prover = 22
tr=Antalet prov som faktiskt tillhor klass k, dar k ar vanA (=8), vanB (=12) och Negativ (=2)

pr=Antalet prov som uppmaitts tillhora klass k, dir k ar vanA (=8), vanB (=12) och Negativ (=2)

22X22—(8x8+12x12+2x%2) _q
V222 —(8x8+ 12X 12+2x2)/222—(8x8+ 12X 12+2 X 2)

MCC =



