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Utbrudd av Staphylococcus lugdunensis
med uvanlig resistensmegnster

Funn av Staphylococcus lugdunensis med meticillinresistens
hos en pasient innlagt ved nyfedt intensiv, medferte screening
av pasienter, ansatte og pargrende for a hindre videre spred-
ning. I denne artikkelen beskriver vi utbruddet og metodeut-
fordringer i forbindelse med resistenstestingen.
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P4 avdeling for medisinsk mikrobiologi,
seksjon for bakteriediagnostikk ble det i
desember 2020 pavist en S. lugdunensis
med nedsatt fglsomhet for meticillin hos
et barn pa nyfedt intensiv. Siden bakte-
rien var resistent mot antibiotika som
vanligvis brukes til behandling av sta-
fylokokkinfeksjoner, ble det raskt satt i
gang tiltak for 4 fa oversikt over situasjo-
nen og unnga smitte til andre nyfgdte pa
avdelingen. I samarbeid med seksjon for
smittevern ble det iverksatt screening-
undersgkelser. Meticillinresistente S. lug-
dunensis ble pavist i flere av prevene og
funnene ble definert som et utbrudd.
Bdde screeningen og resistenstestingen
av bakterien medferte utfordringer.

Staphylococcus lugdunensis

S. lugdunensis er Gram-positive kok-

ker som tilhgrer Staphylococcus-slekten.
Stafylokokker deles i koagulasenega-
tive stafylokokker (KNS) og koagulase-
positive stafylokokker. S. lugdunensis er
en KNS og kan veere en del av normal-
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flora pd hud, men kan ogsa gi tilsvarende
infeksjoner som S. aureus (koagulaseposi-
tiv stafylokokk). S. lugdunensis-infeksjo-
ner bgr derfor behandles pa samme mate
som infeksjoner med S. aureus. (1). Den
vanligste infeksjonen fordrsaket av S. lug-
dunensis er hud og blgtdelsinfeksjoner,
men bakterien kan ogsa forarsake infek-
sjon i bein (osteomyelitt), ledd (septisk
artritt), hjerteklaffer (endokarditt), urin-
veisinfeksjoner, proteseinfeksjoner og
blodforgiftning (sepsis). Korrekt identifi-
kasjon er viktig. Det kan vaere vanskelig

a skille S. lugdunensis fra andre KNS pa
morfologisk utseende med biokjemiske
tester. Identifikasjon ved hjelp av MAL-
DI-TOF (massespektrometri) har vaert til
god hjelp for laboratoriene.

Meticillinresistens

Meticillin er et smalspektret penicillin
som hemmer dannelsen av celleveggen
hos stafylokokker. Meticillin ble tidligere
brukt i behandling av stafylokokkinfek-
sjoner, men er i dag stort sett erstattet av
kloksacillin /dikloksacillin (2). Meticillin-
resistente stafylokokker brukes likevel
som betegnelse for stafylokokker som

er resistente mot betalaktamantibio-
tika. Betalaktamantibiotika er den stgr-
ste og viktigste gruppen av antibiotika,
og inkluderer blant annet penicilliner,
cefalosporiner og karbapenemer. Meti-
cillinresistente S. aureus (MRSA) er mest
kjent, men ogsa andre stafylokokker

kan vaere meticillinresistente. Resisten-
sen skyldes opptak av et nytt gen (mecA
eller mecC) som koder for et annerledes

penicillinbindende protein; PBP2a eller
PBP2c. PBP er proteiner med enzym-
aktivitet som er viktig i celleveggsynte-
sen. Betalaktamantibiotika virker ved
a binde seg til PBP og hemmer dermed
bakteriens celleveggsyntese.

Resistensforhold hos S. lugdunensis
S. lugdunensis resistensbestemmes pa
laboratoriet dersom den antas som sann-
synlig patogen i mottatt prgve. Vi benytter
et standard resistenspanel for stafylokok-
ker. I motsetning til andre KNS er S. lug-
dunensis vanligvis folsom for de fleste
antibiotika som benyttes til behandling
av infeksjoner forarsaket av stafylokok-
ker (1). Meticillinresistens og pavisning av
mecA er beskrevet hos S. lugdunensis, men
ikke vanlig. I motsetning til MRSA, er ikke
meticillinresistente S. lugdunensis (MRSL)
meldepliktige, men referanselaboratoriet
for MRSA, St. Olavs hospital i Trondheim,
gnsker disse stammene tilsendt.

Prove fra indekspasient
Proven fra indekspasienten ankom
laboratoriet vart i desember 2020. Prgve-
materialet var nasopharynxsekret pa
Eswab® (Copan, Italia) og ble dyrket pa
blod- og sjokoladeagarskal. De hyppigst
forekommende patogene bakterier i luft-
veiene vokser pa disse. Etter inkubering i
CO, over natten vokste bade S. aureus og
S. lugdunensis. Pasientopplysninger med-
forte at stammene ble resistensbestemt
for bade perorale og intravengse anti-
biotika. S. aureus-stammen produserte
penicillinase, en type betalaktamase
som bryter ned og gjgr bakterien resis-
tent for smalsprektrede penicilliner, men
var ellers folsom for de antibiotika den
ble testet for. S. lugdunensis gav oss mer
utfordringer.

Cefoxitin et et betalaktamantibiotika
som brukes pa laboratoriene til scree-
ning av meticillinresistens. Anbefalt



brytningspunkt er 22 mm fra EUCAST/
NordicAST (S222, R<22). Utfordringer i
forbindelse med intern kvalitetskontroll
for cefoxitin gjgr at vart laboratorium har
innfert egendefinert ATU (Area of techni-
cal uncertainty) (22-26 mm) for cefoxitin.
Alle metoder er beskrevet i egen meto-
deboks. Bakteriestammen (S. lugdu-
nensis) fra indekspasienten ble malt til
25 mm for cefoxitin ved lappediffusjon
(OXOID, UK). Verdien var i vart ATU-om-
rade og medforte ekstra testing. Til neste
dag ble det testet med cefoxitin MIC
strips (MTS, Liofilchem, Italia) ved agar-
gradientdiffusjon og minste hemmende
konsentrasjon (MIC) ble malt til 32 mg/L.
I NordicAST sin brytningspunkttabell
2021 oppgis MIC>4 mg/L som grense for
resistens, og stammen ble oppfattet som
resistent. Resultat fra lappediffusjon og
gradientdiffusjon plasserte utbrudds-
stammen i ulike folsomhetskategorier
for cefoxitin og vi kunne ikke konkludere
angdende meticillinresistens. Stammen
ble derfor testet med PCR-metodikk for
pavisning av mec-gen. Vanligvis benyt-
tes en in-house metode til mec-pavisning.

Fagbioingenigr Hanne Verda Ideven i arbeid med alle skalene.

Pa grunn av omprioriteringer under

den pagaende covid-19-pandemien, ble
GeneXpert® (Cepheid, USA) brukt til
dette. GeneXpert® kan pavise bade mecA
og mecC, men differensierer ikke mellom
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Foto: Anita Lovas Brekken

lococcal cassette chromosome) som mar-
ker for S. aureus. Utbruddsstammen var
som forventet negativ for SCCmec, men
mec-gen ble pavist (figur 1). Tilstedevae-
relsen av mec-gen forklarer den nedsatte

genene. I tillegg pavises SCCmec (Staphy-  felsomheten for cefoxitin. >
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F1GcuURr 1: Amplifikasjonskurver og analyseresultat fra GeneXpert® for MRSL. Kurvene viser
mecA eller mecC pavist og SCCmec ikke pavist. SPC primary er internkontroll for analysen.

BIOINGENIGREN 6.2021 | 35



FAG | ipraksis

F1GUR 2: Figuren viser fargeforskjellen mellom MRSL og MRSA pa
CHROMAgarTM MRSA. Den lyse pigmenteringen gjer det vanskeligere &
skille MRSL fra andre KNS etter 24 timers inkubering. Etter 48 timer fikk
MRSL-stammen en gul pigmentering.
Foto: Hilde Bekkeheien

Screeningresultater

Helsetjenestene ma ha system for smitte-
vern (3). Ved pavisning av samme bak-
teriestamme hos to eller flere personer
med antatt felles kilde, mistenkes et
smitteutbrudd. Utbrudd ma oppdages og
begrenses sa raskt som mulig, noe som
er spesielt viktig nar utbruddsstammen
er resistent mot viktige antibiotika. Funn
av MRSL ble varslet bade internt i avde-
lingen, til nyfedt intensiv og til seksjon
for smittevern ved sykehuset. Det ble
besluttet & utfore screeningundersgkelse
for pavisning av MRSL.

Det ble tatt screeningprgver pa Eswab®
fra nese, hals og perineum pa alle pasien-
ter ved nyfedt intensiv, fra nese og hals pa
alle ansatte og fra pargrende til pasien-
ter med pavist MRSL. Ved screening for
MRSA dyrkes prgvene pa CHROMAgar™
MRSA(CHROMAgar). Skdlen har hgy
sensitivitet og spesifisitet for MRSA (4),
men er ikke validert for andre meticillin-
resistente stafylokokker. Leverander
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angir at MRSA skal vokse med rosa eller
blek lilla kolonier, mens andre mikrober
er hemmet, fargelgse eller bla.

Vi gnsket a bruke denne skalen i scre-
eningen for MRSL. Bakteriestammen
fra indekspasienten vokste med lys gule
kolonier (figur 2). Vi inkluderte i tillegg
en skal der vi visste at S. lugdunensis vok-
ste (figur 3). Dette er en egenprodusert
skdl med blodagar tilsatt aztreonam og
colistin (AC-skal). MRSA-skalen har fra
leverandgr anbefalt dyrkningstid 18-24
timer for MRSA. Bakteriestammen vok-
ste litt langsommere enn S. aureus, og vi
valgte d inkubere screeningprevene i 48
timer for de eventuelt ble besvart som
negative.

Mange KNS er meticillinresistente og
S.lugdunensis pd MRSA-skalen var ikke
lett a skille fra andre KNS etter 24 timer.
Ved inkubering i inntil 48 timer fikk
MRSL en tydelig gulere pigmentering
enn andre KNS. Identifikasjon ble utfgrt
med MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Tysk-

FIGUR 3: Vekst av MRSL pa AC-skél (egenprodusert). Her vokser
stammen med betahemolyse. De rgde blodlegemene i agaren brytes
ned, og gir en oppklarningssone rundt bakterien.

Foto: Hilde Bekkeheien

land) pé kolonityper som lignet pa S. lug-
dunensis. AC-skalen ble brukt som stgtte
og vekstkontroll for  lettere a finne

S. lugdunensis etter 24 timer og fordi
MRSA-skalen ikke er validert for MRSL.
Funn av S. lugdunensis pa MRSA-skalen
og AC-skalen ble undersgkt for mecA/C
med GeneXpert®. Alle funn av MRSL i
screeningprgvene vokste pd MRSA-ska-
len. Ingen av stammene med mec-gen
vokste kun pa AC-skalen.

Stammene med pavist mec ble resi-
stensbestemt med standard resistens-
panel for MRSA ved avdelingen. I tillegg
til meticillinresistens, var utbruddsstam-
men resistent mot gentamicin og dok-
sycyklin. Ved resistensbestemmelse med
lappediffusjon varierte cefoxitinsonene
fra 20-26 mm, ved agargradientdiffusjon
varierte cefoxitin MIC fra 16- 32 mg/L
(figur 4 og 5).

Stammene ble sendt til nasjonalt refe-
ranselaboratorium for MRSA for neer-
mere analyse, funn av meticillinresistens



Cefoksitin hos s. lugdunensis ved SUS i perioden 01.01.2020-08.04.21
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F1GUR 4: Figuren viser fordelingen av millimetersoner for cefoxitin hos S. lugdunensis i forhold
til brytningspunkt og egendefinert ATU i angitte tidsrom. De fleste tilfellene av utbruddsstammen
plasserer seg over brytningspunktet og i det egendefinerte ATU-omradet.

Figur: IT-koordinator Inge Obrestad Asheim

FIGUR 5: Vekst av MRSL utbruddsstamme pa resistensskal. Mueller Hinton agar (OXOID, East
Grinstead, UK), cefoxitinlapp (OXOID, East Grinstead, UK) og MIC-strips cefoxitin (LioFilchem,
Italia).

Foto: Hilde Bekkeheien
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ble bekreftet, og mec-A ble pavist. Hel-
genomsekvensering viste at stammene
var sveert naer beslektet. Til sammen har
laboratoriet i lgpet av utbruddet mottatt
nesten 500 screeningprgver og MRSL ble
pavist hos tilsammen ti personer.

Diskusjon

Cefoxitin er marker for meticillinresi-
stens (5). Avdelingen har godt innarbei-
dede prosedyrer for pavisning av MRSA,
bade i kliniske prgver som blir resis-
tensbestemt og i prever som skal scree-
nes for MRSA. MRSL er ikke vanlig, men
utbruddet har vist oss at det er viktig a ha
prosedyrer for ogsa a fange opp KNS med
meticillinresistens.

Laboratoriene utforer kvalitetskon-
troller for a sikre god kvalitet, ogsa ved
resistensbestemmelse. Antibiotika som
brukes i forbindelse med resistens-
bestemmelse blir testet jevnlig ved bruk
av referansestammer anbefalt av EUCAST
(6). Laboratoriene far ogsa tilsendt sam-
menlignende laboratorieprgver (SLP) fra
eksterne leverandgrer. Disse analyse-
res som kliniske prever, fasit og eventu-
elle kommentarer fra leverander brukes i
kvalitetsarbeidet ved laboratoriet.

Resultat fra kvalitetskontroller for
cefoxitin ved vart laboratorium viser
storre sonediameter ved resistens-
bestemmelse av stafylokokker enn det vi
gnsker, bade for sensitive og resistente
stammer. Antibiotikalapper og Mueller
Hinton-agar er fra OXOID, UK. Cefoxitin
screeningsbrytningspunkt for S. aureus
og andre KNS (unntatt S. epidermidis) er
22 mm i gjeldende brytningspunkttabell
versjon 11.0. For S. epidermidis er tilsvar-
ende brytningspunkt 25 mm (S225 og
R<25 mm) og i tillegg er det definert et
ATU-omrade pa 25-27 mm. Vi har i tillegg
innfert egendefinert ATU pa 22-26 mm
for S. lugdunensis, S. aureus og S. argenteus
for ikke & overse noen meticillinresi-
stente stafylokokker. Screening med
cefoxitin for 4 pavise meticillinresistens
hos S. aureus er en metode med hoy grad
av sensitivitet og spesifisitet (5). For a
fange opp all meticillinresistens hos KNS
er metoden mindre palitelig (figur 6).

Hgsten 2020 sendte Folkehelseinsti-
tuttet (FHI) ut en «ringtest» (SLP) som
inneholdt S. lugdunensis med nedsatt
folsomhet for cefoxitin og mec-A (Prove
277/3-2020). Stammens mm-sone for >
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Cefoxitin 30 pg vs. mecA status
CoNS (not S. epidermidis), 276 isolates (873 correlates)
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F1GUR 6: Screening av KNS med cefoxitin med lappediffusjon fanger ikke opp alle meticillin-
resistente stammer. Noen stammer med mecA vil kategoriseres som sensitive for meticillin.
Utdrag fra EUCAST «Development and Validation of EUCAST Disk Diffusion breakpoints”.
«Coagulase-negative staphylococci: Cefoxitin 30 pg vs. mecA status” https://www.eucast.org/

ast_of_bacteria/calibration_and_validation/

cefoxitin var rett rundt brytningspunk-
tet og utfordret laboratorienes evne til &
pavise meticillinresistens hos KNS. Av de
23 laboratoriene som mottok preven var
det 17 som paviste nedsatt folsomhet for
cefoxitin. Vart resultat for cefoxitin pa
ringteststammen var 22 mm, den ble der-
for undersegkt for mec-gener med positivt
resultat for mecA.

Med utgangspunkt i denne SLP-prg-
ven er det i ettertid blitt en diskusjon
pa MikInfo (FHI) angdende kategorise-
ring og brytningspunkt for cefoxitin for
KNS. Representanter fra MRSA referanse-
laboratorium informerte om at de har
mottatt 30 mecA positive S. lugdunensis
de siste drene og at 11 av disse hadde en
mm-sone pa 222 mm. Med et brytnings-
punkt pa 22 mm vil 37% av S. lugdunensis
med mecA bli feilrapportert som cefoxi-
tinfelsomme. De presiserer at labora-
toriene bgr ha lav terskel for genotypisk
testing av stafylokokker pavist hos pasi-
enter med alvorlige eller kompliserte sta-
fylokokkinfeksjoner, selv om stammene
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er sensitive ut fra fenotypisk resistens-
bestemmelse.

Pa bakgrunn av dette mener vi at bryt-
ningspunktet fra EUCAST bgr endres slik
at man ved fenotypiske resistensbestem-
melse klarer d pavise meticillinresistens
hos alle stafylokokker, og dermed ogsa
S. lugdunensis. AFA har i samarbeid med
MRSA referanselaboratorium sendt inn
et forslag til EUCAST om endring av cefo-
xitins screeningbrytningspunkt (person-
lig meddelelse, P.C.Lindemann, AFA/
EUCAST).

Pa laboratoriet ved SUS kommer vi til
a fortsette med var egendefinerte ATU
for cefoxitin og stafylokokker. Vi vil ogsd
utfore genotypisk testing pa klinisk vik-
tige cefoxitinfalsomme KNS der resi-
stensbestemmelse skal rapporteres ut til
rekvirent. Pavisning av meticillinresi-
stens er viktig for korrekt antibiotikabe-
handling av pasienten. For handtering av
MRSA finnes det nasjonale retningslinjer
i smittevernveilederen (7) og personer
med MRSA skal saneres. Det finnes ingen

slike nasjonale retningslinjer for MRSL.
Bakterien kan fordrsake infeksjoner til-
svarende S. aureus og resistensmekanis-
men er den samme som hos MRSA. Det
er derfor naturlig at personer med pavist
MRSL forsgkes sanert, seerlig dersom de
har kontakt med helsetjenester.
MRSL-utbruddet ble ressurskrevende
for laboratoriet. Bakteriestammen fra
indekspasienten ble oppdaget i desem-
ber. Som vanlig, var det planlagt lavere
bemanning jule- og nyttarshelgen. Av
smittevernhensyn matte screeningen
starte raskest mulig for a fa en oversikt
over situasjonen, og ekstra personell ble
tilkalt bade jule- og nyttarshelgen.

Konklusjon

Diskusjonen om a endre brytningspunk-
ter for KNS og cefoxitin, eventuelt lage
nye anbefalinger, pagar. Vi haper det kom-
mer endringer som gjgr at laboratoriene
ikke feilkategoriserer antibiotikafalsom-
heten hos stafylokokker. Klinikerne har
behov for vare svar, og pasienten har krav
pa best mulig behandling.

Det er ikke tidligere rapportert om
utbrudd av MRSL i Norge. Ansatte ved de
mikrobiologiske laboratoriene spiller en
viktig rolle i forbindelse med pavisning
av resistente bakterier. God kompetanse
innenfor resistensbestemmelse hos bade
bioingenigrer og leger er ngdvendig. Pro-
sedyrer ma veere oppdaterte og i henhold
til anbefalinger fra EUCAST /NordicAST.
Laboratoriet ma ha kvalitetsprogrammer
og handtere eventuelle avvik pd en god
mate og ha datasystem som handterer
kommentarer og advarsler.

Infeksjoner med multiresistente bak-
terier er forbundet med gkt sykelighet
og dedelighet, forlenget liggetid i syke-
hus og hgyere kostnader. Nar det skjer
uventede funn av resistente bakterier, er
det viktig med godt samarbeid internt i
avdelingen. Det er ogsa avgjgrende med
god kommunikasjon og godt samarbeid
med klinikerne og smittevernansatte i
forbindelse med utbruddshandtering.
Utbruddshandteringen har veert krev-
ende, men ogsa veldig leererik. M

Takk til:

IT-koordinator ved avdelingen var, MRSA
referanselaboratorium og EUCAST-utvik-
lingslaboratorium.
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Fenotypisk resistensbestemmelse

Bakterier kan resistensbestemmes pa
flere mater. Det finnes nasjonale anbe-
falinger om resistenspanel (8). Anti-
biotika har en konsentrasjonsavhengig
effekt. Pa laboratoriet tester vi bakte-
riens minste hemmende konsentra-
sjon = MIC (minimal inhibitory con-
centration). Gullstandard-metoden er
a tilsette bakterier i ror med flytende
dyrkningsmedium tilsatt antibiotika

i gkende konsentrasjon. En bakteries
MIC oppgis i mg/L og er den laveste
konsentrasjonen der man ikke kan

se bakterievekst i rgret etter inkube-
ring. Metoden er ressurskrevende og
laboratoriene benytter ofte andre meto-
der i rutinen. Ofte benyttes European
Committee of Antimicrobial Suscepti-
bility Testing (EUCAST) sin lappediffu-
sjonsmetode (9). Bakteriesuspensjonen
inokuleres pa skdl med egnet vekstme-

dium. Lapper/tabletter med definert

mengde antibiotika legges pa skalen,
som inkuberes i henhold til anbefalt
tid, temperatur og atmosfaere. Etter
inkubering kan det danne seg en sir-
kelformet oppklarning rundt lappen/
tabletten. Hemningssonen mdles i mm.
Ved agargradientdiffusjon legges
strips preimpregnert med antibiotika i
gkende konsentrasjon pa skal inokulert
med bakteriesuspensjon. Etter inkube-
ring, kan det dannes en ellipseformet
sone rundt stripsen. MIC leses i mg/L
der hemningssonen krysser stripsen
merket med antibiotikakonsentrasjon.
Gjeldende retningslinjer ma folges
for at resultatene skal kunne tolkes og
kategoriseres i henhold til brytnings-
punkttabell (10). Fglsomhet blir oftest
besvart til kliniker i kategoriene S, I og
R (11).
M S (sensitiv/felsom, standarddose)
=> hgy sannsynlighet for vellykket

behandling med standarddose av aktu-
elt antibiotika.

M I (felsom, gkt eksponering) => sann-
synlig effekt av aktuelt antibiotika hvis
dosen tilpasses, eller antibiotika opp-
konsentreres pa infeksjonsstedet.

M R (resistent) => effekt kan ikke for-
ventes, selv ved gkt eksponering (anti-
biotika sin pavirkning av mikroben pa
infeksjonsstedet).

Fenotypisk resistensbestemmelse
kan veere metodologisk problematisk.
Derfor er det innfgrt et ATU-omrade
ATU (Area of technical uncertainty) for
laboratoriene for noen kombinasjoner
av bakterie og antibiotika. Tiltak ved
ATU: retesting med samme/annen
metode, mikroben besvares til kliniker
som resistent eller med kommentar om
usikkerhet, eventuelt diskutere direkte
med kliniker.

Genotypisk resistensbestemmelse

Gener som koder for nedsatt falsomhet
for antibiotika eller antibiotikagrupper

blir pavist ved bruk av ulike PCR-tek-
nikker. For pavisning av meticillin-
resistens benyttes PCR til deteksjon av

mecA eller mecC. Bide kommersielle og

in-house-metoder benyttes, og analy-
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