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Forord

Det 37. Strategimgte i regi av Referansegruppen for eksterne kvalitetsvurderinger i bakteriologi,
mykologi og parasittologi omhandlet identifikasjon av bakterier og sopp i medisinske mikrobiologiske
avdelinger i Norge. Maldi-TOF MS identifikasjon har revolusjonert identifikasjon i mikrobiologiske
avdelinger og gjor identifikasjonene bade bedre, raskere og billigere enn hva man kunne oppna med
tidligere metoder. Raskere og mer korrekt identifikasjon gker den kliniske relevansen av vart
diagnostiske arbeid. Samtidig med at denne teknologien er tatt i bruk skjer taksonomiske endringer i
gkende tempo, ogsa disse muliggjort av teknologisk utvikling (DNA-DNA hybridisering - > 16SrRNA
sekvensering ->WGS, etc). Produsentenes jevnlige oppdateringer av Maldi-TOF MS spekter-
databasene gj@r at mange av disse taksonomiske endringene treffer oss i kliniske laboratorier med en
gang og hele tiden “enten vi vil, eller ikke”. Malsettingen med dette strategimgtet var a gi en status
for identifikasjonen etter om lag 10 ars bruk av Maldi-Tof MS til identifikasjon, og videre a enes om
en struktur for jevnlig samarbeid og felles anbefalinger for klinisk relevant identifikasjonsarbeid i
norske medisinsk mikrobiologiske avdelinger.

Mgtet ble avholdt 23.10.2024 pa Nationaltheatret Konferansesenter, Haakon Vlis gate 9, i Oslo. P
mgtet deltok 39 personer fra landets medisinsk-mikrobiologiske laboratorier, inkludert 16
representanter, 7 observatgrer og 16 med andre roller (programkomiteens medlemmer, innledere,
medlemmer i referansegruppen). Det var ingen digitale representanter, men 13 personer fra landets
laboratorier var pameldt som digitale observatgrer/det reelle antallet var hgyere, siden lenke til
mgtet kunne deles til andre ved samme laboratorium).

Ansvarlig programkomité, som ogsa har ferdigstilt denne avsluttende rapporten, var Andre
Ingebretsen, Kjersti Wik Larssen, @yvind Kommedal, Therese Johansen og Stale Tofteland (leder).

Rapporten inneholder sammendrag med anbefalinger samt bakgrunnsinformasjon som utgjgres av
innleggene som ble presentert pa mgtet. Bakgrunnsinformasjonen er skrevet av de ansvarlige for
innleggene i forstdelse med programkomiteen, og ble sendt ut til deltakerne i forkant av mgtet.
Sammendrag med anbefalinger er f@rt i pennen av programkomiteen i forstaelse og dialog med de
ansvarlige for innleggene i etterkant av mgtet.

Programkomiteen arbeidet pa oppdrag fra Referansegruppen for ekstern kvalitetsvurdering i
bakteriologi, mykologi og parasittologi. Bak sistnevnte star Nasjonalt forum for medisinsk
mikrobiologi, som er et kollegialt forum for mikrobiologer med medisinsk ansvar ved landets
laboratorier, forankret i avtaler om nasjonalt samarbeid mellom Folkehelseinstituttet og de enkelte
mikrobiologiske laboratoriene i Norge.

Rapporten gjenspeiler det samlede norske medisinsk-mikrobiologiske miljgets beste kunnskap og
praksis for a sikre god kvalitet i identifikasjonsarbeidet i Norge.

Vi haper rapporten blir nyttig for de enkelte laboratoriene.

Oslo, mars 2026
For Referansegruppen

Kjersti Wik Larssen, leder for referansegruppen i bakteriologi, mykologi og parasittologi
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Forkortelser og definisjoner som er benyttet i dette dokumentet

Forkortelse

Forklaring

16S rRNA Ribosomalt RNA-gen brukt til
bakterieidentifikasjon.

28S rRNA Ribosomalt RNA brukt til soppidentifikasjon.

AFI Arbeidsgruppe For Identifikasjon — nasjonal
faggruppe for mikrobiologisk ID.

ANI Average Nucleotide Identity — genomisk
likhet brukt i artsdifferensiering.

API NH Biokjemisk ID-system for Neisseria og
Haemophilus.

API20E Kommersielt biokjemisk
identifikasjonssystem for enterobakterier.

API20NE Biokjemisk ID-system for ikke-

enterobakterier (non-fermentere).

Arginin dihydrolase

Paviser evne til 8 hydrolysere arginin. Brukes i
differensiering av gram-negative staver.

ATCC American Type Culture Collection —
referansestammer.

BBE-agar Selektivt medium for anaerobe bakterier.

BCID Blood Culture Identification — molekylzert
testpanel.

BD Phoenix Automatisk ID- og resistenssystem fra BD.

Beta-galaktosidase

Paviser evne til a spalte laktose. Brukes i
identifikasjon av enterobakterier.

Beta-glukuronidase

Paviser enzymaktivitet hos f.eks. E. coli.
Brukes i hurtigidentifikasjon.

BFF Bruker Filamentous Fungi database — Maldi-
TOF MS database for muggsopp.

BioFire Multiplex PCR-plattform fra bioMérieux.

BSL3 Biosafety Level 3 —
hagysikkerhetslaboratorium for farlige
mikrober.

BTS Bacterial Test Standard —
kvalitetskontrollstandard for Maldi-TOF MS.

CAMP-test Synergitest mellom S. aureus og S. agalactiae
— brukes til identifikasjon av gruppe B-
streptokokker.

CFU Colony Forming Units — maleenhet for
bakteriekonsentrasjon.

Citrattest Tester evne til 3 bruke citrat som eneste
karbonkilde. Skiller f.eks. Klebsiella (positiv)
fra E. coli (negativ).

CLsI Clinical and Laboratory Standards Institute —
retningslinjer for mikrobiologi.

CNS Central Nervous System — brukt i kontekst av

prgvemateriale.

CNS-panel

Molekylzert testpanel for CNS-prgver.




CSF Cerebrospinalvaeske — prgvemateriale ved
meningitt.

DNase Paviser evne til & hydrolysere DNA. Skiller
f.eks. S. aureus (positiv) fra andre
stafylokokker.

Easyplex Multiplex PCR-plattform.

EHEC Enterohemorragisk E. coli—
diarefremkallende patotype.

EIEC Enteroinvasiv E. coli — patogen som ligner
Shigella.

EQA External Quality Assessment — ekstern

kvalitetskontroll.

Esculin hydrolyse

Paviser evne til & hydrolysere esculin. Brukes i
identifikasjon av enterokokker og Listeria.

EUCAST European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing.
FilmArray BioFire-systemets testpaneler.

Galleopplgselighetstest

Test for a skille S. pneumoniae fra
viridansstreptokokker.

GAS Gruppe A-streptokokker — S. pyogenes.
GBS Gruppe B-streptokokker — S. agalactiae.
Gelatinase Paviser evne til & hydrolysere gelatin. Brukes i

differensiering av Bacillus og andre gram-
positive.

GenoType CM/AS

LPA for identifikasjon av non-tuberkulgse
mykobakterier.

H2S

Biokjemisk test som paviser
hydrogensulfidproduksjon — brukes til 3 skille
arter som Salmonella (H2S+) fra Shigella
(H2S-).

HGS

Helgenomsekvensering — gullstandard for
artsidentifikasjon.

JSEM

International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology — publiserer nye
mikrobiologiske arter.

Indol

Biokjemisk test som paviser evne til
omdanne tryptofan til indol — viktig for a
skille E. coli (indol+) fra Enterobacter og
Klebsiella (indol+/-).

ipaH

Gen brukt til molekylzer identifikasjon av
Shigella og EIEC.

ITS

Internal Transcribed Spacer — genetisk
barkode for sopp.

IVD

In Vitro Diagnostics — godkjente systemer for
klinisk bruk.

Katalase

Paviser tilstedevaerelse av katalaseenzym.
Skiller stafylokokker (positiv) fra
streptokokker (negativ).

Klassifikasjon

Evolusjonsbasert gruppering av mikrober,
ikke ngdvendigvis regulert.




Koagulase

Paviser evne til 3 koagulere plasma. Skiller S.
aureus (positiv) fra koagulase-negative
stafylokokker.

Kromogen agar

Selektivt medium med fargeindikatorer for
presumptiv ID.

Lancefield-gruppering

Serologisk klassifisering av streptokokker
basert pa celleveggantigener.

LAP Paviser leucine aminopeptidase. Brukes i
differensiering av streptokokker.

LAP-test Leucine Aminopeptidase — test for
streptokokkdifferensiering.

LDC Lysine Decarboxylase — test for
differensiering av enterobakterier, f.eks.
Shigella (neg) vs. Salmonella (pos).

LIMS Laboratory-Information-Management-System
— avansert system for laboratoriedata og
prosesskontroll.

LIS Laboratorie-Informasjons-System —
datasystem for handtering av
laboratorieprgver.

LPA Line Probe Assay — hybridiseringsbasert
identifikasjon.

Maldi-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-
Time of Flight Mass Spectrometry — rask
identifikasjon av mikrober basert pa
proteomprofil.

MALDIBANK EU-prosjekt for apen Maldi-TOF MS database.

MBT Biotyper Maldi-TOF MS instrument fra Bruker.

MBT Compass Maldi-TOF MS programvare fra Bruker for
mikrobiell ID.

MBT Sepsityper Modul Programvaremodul for direkte ID fra
blodkultur.

ME-panel Meningitis/Encephalitis panel — molekylaer
test.

MicrobeNet CDC-database for mikrobiell identifikasjon.

MicroScan Kommersielt ID-system for bakterier og sopp.

Motilitetstest

Paviser bakteriers evne til 3 bevege seg.
Skiller f.eks. Klebsiella (ikke-motil) fra
Enterobacter (motil).

MR-test (Methyl Red)

Paviser blandet syrefermentering. Skiller
f.eks. E. coli (positiv) fra Enterobacter
(negativ).

MSI2.0 Offentlig kurert Maldi-TOF MS database for
soppidentifikasjon.

MSIS Meldingssystem for smittsomme sykdommer
— nasjonal overvaking.

MTBC Mycobacterium tuberculosis-kompleks.

MTBDRplus LPA for pavisning av resistens hos M.
tuberculosis.

MTBDRsl LPA for pavisning av resistens mot andre

tuberkulosemedikamenter.




NamesforlLife

Database for mikrobiell nomenklatur.

NEQAS

Ekstern kvalitetsvurdering for mikrobiologi.

Nitratreduksjon

Tester evne til a redusere nitrat til nitritt.
Brukes i differensiering av enterobakterier.

Nomenklatur

Regulert navnsetting for mikrober i henhold
til internasjonale regler.

NordicAST Nordisk samarbeid om
resistensbestemmelse.

NORM Norsk overvakingssystem for
antibiotikaresistens.

Oksidase Paviser cytokrom c oksidase. Skiller f.eks.
Pseudomonas spp (positiv) fra
Enterobacterales (negativ).

ONPG Paviser beta-galaktosidase. Brukes for a
identifisere laktose-positive, sen-
fermenterende bakterier.

Optochin Hemningsdisk brukt for identifikasjon av S.

pneumoniae.

Ornitin dekarboksylase

Paviser evne til & dekarboksylerer ornitin.
Brukes i differensiering av enterobakterier.

PCR Polymerase Chain Reaction — amplifikasjon av
DNA for pavisning og ID.

PM Periodisk vedlikehold — fra leverandgr.

PYR Paviser pyrrolidonyl arylamidase. Skiller f.eks.
Enterococcus (positiv) fra streptokokker.

QC Quality Control — kvalitetskontroll av

laboratorieprosedyrer.

Revers CAMP-test

Test for identifikasjon av Clostridium
perfringens.

rpoB Gen brukt som alternativ til 16S for bedre
artsoppl@sning.

RUO Research Use Only — systemer ikke godkjent
for klinisk diagnostikk.

SAB Sabouraud agar — medium for dyrking av
sopp.

SARAMIS Maldi-TOF MSprogramvare fra bioMérieux.

Sepsityper Kit for direkte identifikasjon fra blodkultur
med Maldi-TOF MS.

SOP Standard Operating Procedure —

standardisert arbeidsprotokoll.

SR-database

Bioterror-database for identifikasjon av
hgyrisikomikrober.

STEC Shiga-toxin producing E. coli — potensielt
alvorlig patogen.

Taksonomi Systematisk klassifisering av organismer
basert pa slektskap og egenskaper.

TFA Trifluoroacetic Acid — brukt til inaktivering av

mikrober fgr Maldi-TOF MS.

Trehalose fermentering

Tester evne til & fermentere trehalose.
Brukes i identifikasjon av f.eks. Listeria spp.
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Urease Paviser evne til & spalte urea til ammoniakk.
Brukes for & skille f.eks. Proteus spp (positiv)
fra andre enterobakterier.

VITEK Automatisk identifikasjonssystem for

mikrober.

VITEK MS PRIME

Nyeste Maldi-TOF MS instrument fra
bioMérieux.

VKB

VITEK MS IVD Knowledge Base — database for
mikrobiell ID.

VP-test (Voges-Proskauer)

Paviser acetoninproduksjon. Skiller f.eks.
Enterobacter (positiv) fra E. coli (negativ).

VTEC Verotoxin-producing E. coli — synonym til
STEC.

WGS Whole Genome Sequencing —
helgenomsekvensering for presis
identifikasjon.

Zenodo Apen plattform for deling av vitenskapelige

data.

Tabellen er utarbeidet med bruk av kunstig intelligensverktgy (Co-pilot) og deretter gjennomgdtt av

fagmennesker (programkomiteen).
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Program for mgtet

PROGRAM: Identifikasjon (ID) av bakterier og sopp.

Start kl. t (min) Undertema Innleder

09:30 20 Registrering

09:50 5 Velkomst fra referansegruppa (leder) Kjersti Wik Larssen, St.Olavs H

09:55 5 Innledning/mgteledelse programkomiteen | Stéle Tofteland, SSHF
(leder).

10:00 - START FAGLIG PROGRAM

10:00 15 Massespekterdatabaser. Andre Ingebretsen, OUS

10:15 10 Kvalitetskontroll av massespektrometri Torbjgrn S. Bruvold, HUS
(MS) — metoden.

10:25 | 25-30 | Kvalitetssikring av svarrapportering ved Jgrgen V. Bjgrnholt, OUS
bruk av MS — det kliniske perspektivet.

10:50- | 5-10 | Oppsummering-avklaringer. Stale/Andre

55
11:00 14 Pause
11:15 20 Identifikasjon nar MS «er nede». Anita Kanestrgm, Sykehuset
@stfold, Kalnes

11:35 20 Bio/labsikkerhet ved identifikasjons-arbeid | Truls M. Leegaard, Ahus
i lab

11:55 20 MS-identifikasjon direkte fra positive Alexandra Jakovljev, St.Olavs H
blodkulturflasker.

12:15 5 Oppsummering-avklaringer. Therese/Stéle

12:20 58 Luns;j

13:20 13 MS-ID av aerobe og fakultative bakterier. Aasmund Fostervold, SUS

13:33 12 Identifikasjon ved nukleinbaserte metoder. | @yvind Kommedal, HUS

13:45 15 Identifikasjon av muggsopp med MS. Kjersti Wik Larssen,

St.Olavs hospital

14:00 10 Identifikasjon av dermatofytter (med MS Ida Sletteberg, MRHF (Molde)
som primaerdiagnostisk verktgy).

14:10 15 Identifikasjon av gjaersopp. Cecilie Torp Andersen, ref.lab.

(OUS)

14:25 5 Oppsummering-avklaringer. Kjersti/@yvind

14:30 5 Benstrekk i lokalet

14:35 10 Identifikasjon av mykobakterier. Andre Ingebretsen, OUS og

Anne Torunn Mengshoel, ref.lab.
(FHI)
10 Identifikasjon av anaerober. Tore Taksdal Stubhaug, SiV

14:55 5 Oppsummering-avklaringer. Andre/Kjersti

15:00 2 Benstrekk i lokalet

15:02 15 Annen bruk og mulige utviklinger innen ID | Andre Ingebretsen, OUS
for MS i lab.

15:17 13 Oppsummering. Avsluttende innspill til Stale Tofteland, SSHF /gvrige i
komiteen fra deltakerlaboratorienes programkomiteen
representanter.

15:30 - SLUTT FAGLIG PROGRAM

12



Del 1 - Anbefalinger/kunnskapsgrunnlag

DEL 1 — Anbefalinger og kunnskapsgrunnlag

FOR M@TET

Som del av den faglige forberedelsen til strategimgtet utarbeidet innlederne sitt vitenskapelige
bakgrunnsmateriale og forslag til anbefalinger, som ble sendt ut til det medisinsk-mikrobiologiske
miljget i Norge >2 uker fgr strategimgtet. Bakgrunnsinformasjonen ble forutsatt kjent for
representantene i mgtet.

M@TEDAGEN

Pa mgtedagen holdt innlederne en presentasjon med sgkelys pa forslag til anbefalinger underbygget
med kort argumentasjon som ellers framkommer i bakgrunnsinformasjonen. Forslag til anbefalinger
som krever diskusjon eller kan forventes a vaere kontroversielle skal fremheves.

ETTER M@TET

Etter mgtet utarbeidet Programkomiteen et utkast med forslag til anbefalinger med bakgrunni
innlegg og diskusjoner. Dette utkastet er giennomgatt av bade innledere og Referansegruppen. Et
omforent forslag fra disse aktgrene ble deretter sendt til hgring til Representantene fra hver enkelt
avdeling som deltok i mgtet. Alle representanter skulle svare pa om de godkjente rapportforslaget
eller ikke, og ev. komme med forslag til endringer. Det ble forutsatt at hver enkelt representant
forankret sitt svar i avdelingen.

Etter denne hgringen har Programkomiteen sammenstilt en endelig rapport i dialog med
representanter ved behov, og sa er denne endelige rapporten oversendt til Referansegruppen for
distribusjon.

Ingen endringer i anbefalingene som framkommer i rapportsammendraget oppfattes som vesentlige
i forhold til slik de var presentert av innlederne i bakgrunnsinformasjonen forut for mgtet eller av
innlederne i mgtepresentasjonen. Noen anbefalinger som finnes i bakgrunnsmaterialet, er ikke tatt
inn i rapportsammendraget. De endelige anbefalingene slik de framkommer i sammendraget er
forankret i hgringer etter mgtet mellom programkomité, innledere, referansegruppe og
representanter.
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Programstruktur

Del l inneholder generelle forhold knyttet til massespekterdatabaser, kvalitetskontroll av Maldi-TOF
MS samt kvalitetsvurdering av svarrapporteringen.

Del Il inneholder spesielle forhold knyttet til identifikasjon av ulike grupper av bakterier og sopp, med
hovedvekt pa Maldi-TOF MS. For grupper eller arter der andre metoder har en sentral plass og kan
veere eller er ngdvendig er dette nevnt under hvert underkapittel.

Del Il inneholder omtale av noen spesielle temaer knyttet til (i) biosikkerhet, (ii) identifikasjon nar
Maldi-TOF MS er utilgjengelig og (iii) generelle forhold knyttet til nukleinsyrebaserte metoders rolle
innen identifikasjon til artsniva (ikke til typing).

Del IV omtaler identifikasjon direkte fra prgvematerialet. Kun identifikasjon direkte fra blodkultur ble
omtalt pa Strategimgtet.

Del V omtaler (i) framtidig bruk av Maldi-TOF MS, og (ii) mandatet gitt av mgtet for veien videre for
opprettelse av en arbeidsgruppe som skal jobbe kontinuerlig med metodespgrsmal og spgrsmal
knyttet til klinisk svarrapportering — en AFI-gruppe (Arbeidsgruppe for Identifikasjon).
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Del | Generelt om databaser, kvalitetskontroll og svarrapportering

Del I inneholder generelle forhold knyttet til massespekterdatabaser, kvalitetskontroll av Maldi-TOF
MS samt kvalitetsvurdering av svarrapporteringen.

Forut for mgtet ble det 17. oktober avholdt et Teamsmgte i regi av Nettundervisningen om hhv.
bakterie- og sopptaksonomi:

e  “Endringer i sopp-taksonomi. Hva, hvorfor og uavklarte problemer” ved Kjersti Wik-Larssen
(St.Olavs)

e “Viktige endringer innen taksonomi og nomenklatur hos bakterier og sopp” ved Andre
Ingebretsen (OUS)

Presentasjonen er vedlagt (se vedleggsavsnittet), og er G betrakte som en innledning til den generelle
delen av mgtet.
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1. Massespekterdatabaser

Bakgrunn

God identifikasjon av mikroorganismer ved bruk av Maldi-TOF MS avhenger av en rekke faktorer.
Metoden forutsetter at det finnes et godt spekter av mikroorganismen i Maldi-TOF MS systemets
spekterdatabase eller i en ekstern spekterdatabase for at identifikasjon av mikroorganismen skal
kunne finne sted.

De siste arene har det blitt introdusert flere Maldi-TOF MS systemer pa markedet og alle har sitt eget
spekterbibliotek der referansespektrene har blitt produsert pa litt forskjellig mate. | tillegg finnes det
ogsa flere eksterne spekterdatabaser der man kan laste opp raspektre fra sitt Maldi-TOF MS system
og deretter fa en god identifikasjon av mikroben. Disse kan vaere apne eller kommersielle, men det er
flere pagaende prosjekter der ideen er at man skal ha apne spekterdatabaser pa lik linje som med
DNA sekvenser. MALDIBANK (https://maldibank.eu/) er et EU-prosjekt der det er avsatt betydelige
midler for a fa til et slikt dpent system. Nylig har det ogsa dukket opp dpne databaser med raspektre

der mikroorganismen allerede er identifisert, men hvert spekter er knyttet til andre fenotypiske trekk
som f.eks. resistens og/eller virulens. Disse databasene bestar gjerne av flere hundretusen raspektre.
Det er tenkt at slike databaser kan vaere til hjelp for & utvikle Maldi-TOF MS metoden til 8 omfatte
mer enn identifikasjon til artsniva.

Produsentene av Maldi-TOF MS systemer til identifisering av mikroorganismer tilbyr bade ROU
(research use only) og IVD (in vitro diagnostics)-godkjente systemer. Det er som oftest hele systemet
som er IVD-godkjent, mens spekterbibliotekene kommer i ulike versjoner. Det er pa navaerende
tidspunkt usikkert hvordan IVDR vil pavirke dette, og om det vil vaere krav om at Maldi-TOF MS
systemer til identifikasjon av mikroorganismer innen klinisk mikrobiologi ma vaere IVD-godkjent.
Spekterbibliotekene til de stgrste produsentene har ikke betydelige forskjeller i antall bakteriearter
som finnes i IVD- kontra ROU-bibliotekene, men antall spektre pr. art varierer. IVD-godkjente
systemer har gode spekterbibliotek for bruk i de fleste laboratorier innen klinisk mikrobiologi, men
man mister fleksibiliteten systemene har for a tilfgye nye referansespektre til systemet.

Mulighetene for a produsere og legge til nye referansespektre til sin spekterdatabase krever
spesialkompetanse. Til na er det kun universitetssykehusene som har gjort dette, og stort sett er det
gjort som del av prosjekter. Tilfgyer man egenproduserte referansespektre til sitt Maldi-TOF MS
system vil systemet kunne identifisere enda flere mikroorganismer til artsniva.

Anbefalinger
Oppbygging av benyttede databaser

Laboratoriene bgr kjenne til hvordan MS-databasene de benytter er bygget opp. De bgr kjenne til
hvilke stammer som er benyttet til 3 bygge opp databasen, og hvordan stammene er identifisert i
utgangspunktet. Helgenomanalyse og ANl sammenligninger betraktes generelt som den beste
standarden for identifikasjon, men innenfor en del slekter/grupper er det ikke full konsensus om
hvilke prinsipper eller cutoff-verdier som bgr benyttes (eksempelvis for den bakteriegruppen som
ofte benevnes som «viridansstreptokokker»). En nasjonal arbeidsgruppe for identifikasjon (AFI) skal
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primaert gi anbefalinger om en nasjonalt gjeldende klinisk nomenklatur, men ma i dette arbeidet
navigere i de uenigheter av taksonomisk art som eksisterer.

Validering av egenproduserte referansespektre lagt til i integrerte spesiallagde databaser

Ved 3 tilfgye egenproduserte referansespektre til sitt eget system kan man forbedre identifikasjonen
i organismegrupper som star svakt i leverandgrenes MS databaser. Slike spektre bgr produseres etter
leverandgrenes fgringer for a produsere referansespektre («Standard Operating Procedures, SOPs»).
De bgr lagres utenfor den IVD godkjente databasen i Maldi-TOF MS systemet og bgr valideres som
«in house» databaser etter IVD regulativet hvis IVDR krever dette. Likeledes bgr bruk av interne
spesialdatabaser verifiseres pa lik linje med «in-house» i IVDR.

Bruk av IVD godkjente systemer vs. bruk av ROU systemer (eksterne databaser)

Det er opp til laboratoriene a bruke godkjente systemer innenfor det til enhver tid gjeldende
regelverk og lovgivning for medisinsk teknisk utstyr. Bruk av databaser som ikke er IVD godkjente
ber valideres/verifiseres evt. risikovurderes etter gjeldende regelverk og lovgivning for medisinsk
teknisk utstyr. En felles valideringsmal for bruk av ROU-systemer til bruk i diagnostikk kan vaere en
god idé, men det bgr vaere opp til laboratoriene selv a utvikle. (Eksempel: For sopp-identifikasjon er
publikasjonstatus at MSI 2.0 (som ikke er IVD) presterer bedre, szerlig for uvanlige gjeersopp og
muggsopp og dermatofytter, sammenliknet med mindre omfattende kommersielle IDV databaser.
Ved bruk av IVD primaert kan MSI brukes som supplement ved behov).

Spekterbibliotekene oppdateres jevnlig, slik som annen programvare. Oppdaterte
programvareversjoner registreres etter laboratorienes eget kvalitetssystem. Nye
programvareversjoner og deres styrende dokumenter er tilstrekkelig dokumentasjon.
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2. Kvalitetskontroll av Maldi-TOF MS metoden

Bakgrunn

For at Maldi-TOF MS systemet skal kunne produsere spektre som er av god kvalitet og som ogsa er

reproduserbare er det avgjgrende a ha et kvalitetssystem som paser akkurat dette. | tillegg er det

viktig med god og dokumentert opplaering av personen som skal utfgre identifikasjon ved hjelp av
Maldi-TOF MS.

Anbefalinger

Rutiner for daglig og periodisk kvalitetskontroll

Laboratoriet bgr ha et kvalitetssystem som overvaker kvaliteten pa identifikasjonene (score-verdi) og

som fanger opp avvikende verdier over tid.

Daglig

- Ved bruk av IVD-metode fglges leverandgrens godkjente IVD-arbeidsflyt.

- Ved bruk av RUO-modus ma man opprette internkontroll med kjent stamme ved (i) hvert
oppsett eller (ii) ved bytte av reagenser og plater. Rutiner rundt kvalitetskontroll bgr fglge
praveflyten nar det gjelder antall repetisjoner av oppsett, dyrkingsmedier og alder pa kultur.

- Ved bruk av automatisert oppsett benytt (i) daglig kontroll og (ii) kontroll ved skifte av
reagenser.

Periodisk

Benytt leverandgrs egen kontroll til kalibrering av instrument ukentlig.

Periodisk kontroll gjgres med et utvidet panel som dekker et utvalg relevante mikrober.
Denne kontrollen danner ogsa datagrunnlaget som skal benyttes ved oppdatering av
database og/eller andre softwareendringer.

Laboratorier bgr delta i et eksternt kvalitetsprogram for identifikasjon av mikrober.

Bruk av target plates og negativ kontroll

Engangsplater og flerbruksplater kan brukes. Hvis man bruker flerbruksplater, ma negativ kontroll

benyttes. Dette som en kontroll pa platevask. Plasseringen av den negative kontrollen pa platen bgr

varieres.

Flerbruksplater er ofte dekket med et hydrofobt lag mellom spotene og dette svekkes ved hver vask.
Holdbarhet pa flerbruksplater varierer, men erfaring har vist at de kan vaere holdbare i arevis selv ved
hyppig rengjering. Fglg leverandgrens prosedyrer for vask av flerbruksplater. Leverandgren kan gi et
estimat pa nar flerbruksplater bgr erstattes selv om det ikke er gitt en holdbarhetsdato.
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Kontrollrutiner ved endringer i database

Folg arlige oppdateringer av spekterbibliotek fra leverandgrer. Erfaringsmessig blir det tilbudt
oppdateringer av spekterbibliotek ved periodisk vedlikehold («PM») fra leverandgren. Ved nye
mikrober og endringer av mikrobenavn begr disse kontrolleres mot en valgt referansekilde (f.eks.

https://lpsn.dsmz.de/), og det bgr gjgres en vurdering av om de skal endres eller ikke. Ved

endringer bgr disse vaere sporbare.
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3. Kvalitet i klinisk svarrapportering

Bakgrunn

Maldi-TOF MS

Denne teknologien har i betydelig grad gitt raskere og mer korrekt identifikasjon. Dermed har den
ogsa gkt den kliniske relevansen av arbeidet i medisinske mikrobiologiske avdelinger.

Men fremdeles eksisterer det metodologiske ID-utfordringer:

Begge Maldi-TOF MS-instrumenter som brukes i Norge har programmer, hhv. SARAMIS (bioMérieux)
og MBT Compass (Bruker), som sammenligner produsert masse-spektrum med spektre i en
referansedatabase/et referansespekterbibliotek. Pa dette grunnlag angis det en sannsynlig
identifikasjon. Manglende eller utilfredsstillende identifikasjon ma (som fgr Maldi-TOF MS araen)
vurderes i lys av viktigheten av funnet.

Det er fremdeles begrensninger for visse humanpatogene arter i standard databaser (Streptococcus
pneumoniae, Aeromonas spp, m.fl.), og erfaringene viser at tross pagaende endring og forbedring i
databaser, kan Maldi-TOF MS alene ikke anses som en «gullstandard» for all artsidentifikasjon.

Det publiseres jevnlig oppdateringer hvor nye spektre fra nye arter tilfgyes, og spektre av bedre
kvalitet for allerede inkluderte arter tilfgyes og andre fjernes pga. darlig kvalitet eller usikkert
opphav. Det er verdt 3@ merke seg at det ogsa legges inn mikrober i standard databaser med liten
klinisk relevans for humanmedisin.

Taksonomi

Taksonomi har mange viktige funksjoner i kommunikasjonen mellom laboratorier, og fra laboratorier
til klinikere. Enhetlig taksonomi er en forutsetning for presis og effektiv kommunikasjon mellom
mikrobiologiske laboratorier. For bade mikrobiologer og klinikere har korrekt taksonomi betydning
for a belyse forhold knyttet til epidemiologi, utbruddsoppklaring og for oppklaring av arters
assosiasjon til spesifikke sykdomsbilder.

Taksonomiske endringer representerer ogsa en selvstendig ID-utfordring:

Klinisk adekvat og konsistent svarrapportering utfordres bade av mange endringer i produsentenes
massespekterdatabaser, og av endringer i taksonomi som na finner sted i et gkende tempo:
Taksonomi kan brytes ned i to hovedfelt; nomenklatur (selve navnsettingen) som er strengt regulert
- og klassifikasjon som ikke er regulert pa samme stramme mate.

Nomenklatur og nomenklaturprosessen fra 1970 og framover: Fra 70-tallet har taksonomiske
endringer kommet som fglge av nye molekylaere metoder. | starten vha. DNA-DNA hybridisering som
krevde metodologisk spesialkompetanse som satte begrensinger pa utviklingshastighet og antall
endringer. Seinere kom 16S rDNA og rpoB sekvensering, og sa ble WGS blitt introdusert som
«allemannseie», og antall nye taxa som meldes har vokst eksponentielt. Det er en pagaende
diskusjon i «nomenklatur-miljger» om kravene til identifikasjon av nye arter ma endres. Veksten i nye
taxa kan veere praktisk vanskelig a handtere i en mer klinisk kontekst - bade i medisinske
mikrobiologiske laboratorier og for klinikere. Nye arter (taxa) kan i dag basere seg pa paviste «single
strains» (ett pavist isolat), og det er mye oftere ingen informasjon om klinisk betydning ved
opprettelse, enn at man har slike opplysninger om en ny art. Det vil likeledes variere hvor mye av
endringene som gjennomfgres i Maldi-TOF MS systemene og eventuelt (men i enda mindre grad) i
andre kommersielle biokjemiske ID-systemer.

Klassifikasjon handler om hvordan mikroorganismer (i var rapport bakterier og sopp) grupperes i
taksonomiske hierarkier, basert pa genetiske, biokjemiske eller fenotypiske egenskaper. Med andre
ord: det er systemet for a plassere bakterier og sopp i slekter, familier, arter osv. ut fra deres
evolusjonaere slektskap. Selv om klassifisering ikke er like stringent regulert som nomenklatur-
prosessen er, har gkt evolusjonaer kunnskap og innsikt skapt av nye molekylaere metoder drevet fram
flere reklassifiseringer og pafglgende navneendringer.
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Med bakgrunn i dette ma avdelinger med medisinske mikrobiologer som ansvarlige fagpersoner ha
et system for a handtere bade (i) databaseendringene i seg selv og (ii) de taksonomiske endringene
pa en mate som gir en klinisk konsistent svarrapportering. Det er i den sammenheng gnskelig at
svarrapporteringen nasjonalt harmoniseres. Det er europeiske initiativ pa dette omradet, men dette
strategimgtet satte sgkelys pa muligheten for en nasjonal harmonisering.

Anbefalinger

Nasjonal arbeidsgruppe for identifikasjon:

| mgtet var det enighet om at det bgr opprettes en nasjonal gruppe som regelmessig gir
anbefalinger om svarrapportering slik at man sikrer en klinisk adekvat, harmonisert og
oppdatert nasjonal svarrapportering fra norske kliniske mikrobiologiske avdelinger.
e Enigheten i mgtet var i trad med resultater fra spgrreundersgkelsen som ble sendt ut
i forkant av mgtet, se vedlegg).
En nasjonal gruppe for identifikasjon kan bidra til 8 redusere dette gapet, og gjgre det a
oppfylle anbefalingene som er listet under noe mindre krevende.
e Resultatene i spgrreundersgkelsen som ble sendt ut i forkant av mgtet viste ogsa at
selv om Maldi-TOF MS er tatt i bruk i alle de medisinske mikrobiologiske avdelingene
i Norge, er det et visst sprik i beskrivelsen av eget kompetanseniva. Grovt sett er
grunnleggende teknologi-kompetanse innen massespektrometri stgrre ved
universitetssykehus-laboratoriene enn ved de fleste av de mindre laboratoriene.
Identifikasjon av mikrober er en helt sentral aktivitet for enkeltlaboratorier, og det ma
forventes at man har godt innsyn i styrker og svakheter ved alle metoder som benyttes til
identifisering av bakterier og sopp.

Arlig giennomgang i forbindelse med biblioteksoppdatering:
Metode for artsidentifikasjon b@r vaere prosedyrefestet:

Prosedyren skal sikre at relevant laboratoriepersonell gjgres kjent med prestasjon (matching
hints (Bruker) for naert beslektede arter, omfang og begrensninger) i ny database.
Prosedyren skal sikre at relevant laboratoriepersonell gjgres kjent med relevante nye
taksonomiske endringer (nomenklatur og/eller reklassifiseringer). Vurderingen av hvilke
endringer som kan anses som klinisk relevante kan veere et tema for en nasjonal
arbeidsgruppe, men en viss konservativisme kan utvises.

e Se for eksempel Janda 2018, tilpasset tabelll i sammendraget.
Prosedyren bgr inneholde en systematisk logg over endringer som fortas ved
biblioteksoppdateringen.
Prosedyrens endringer ma gjennomfgres i LIS/LIMS, og den elektroniske overfgring testes.
Endringer bgr kunne spores (logges).
Kommunikasjon til klinisk personell: Prosedyren bgr inneholde en plan for a varsle leger,
sykepleiere og annet medisinsk personale om forestaende endringer i svarrapportering.
Stgrre endringer bgr varsles i forkant (nyhetsbrev, intranett o.l.).

Litteraturgjennomganger for 3 oppdage nye taksonomiske endringer og deres betydning for
svarrapporteringen:

Det er gnskelig at det spkes aktivt og jevnlig i en eller flere databaser etter taksonomiske
endringer av klinisk relevante arter.

Det er ikke lengre tidsskrifter som adresserer taksonomiske endringer systematisk, men noen
aktuelle tidsskrifter og nettsider er:

Nettsider Tidsskrifter

LPSN: https://Ipsn.dsmz.de International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology
NCBI Taxonomy: : Home - Taxonomy - NCBI (USEM),

IJISEM: Systematic and Applied Microbiology,
https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem Frontiers in Microbiology,
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NamesforLife: https://www.namesforlife.com Current Microbiology,
Release notes fra MALDI-leverandgr (f.eks. Bruker, bioMerieux) Clinical Microbiology and Infection (sporadisk)

New Microbes and New Infections (sporadisk)

En litteraturgjennomgang kan veere saerlig aktuell i forbindelse med den arlige
biblioteksoppdateringen.

Implementering og bruk av ny taksonomi:

En arbeidsgruppe for identifikasjon (AFI) vil bade kunne koordinere og gi selvstendige
anbefalinger om implementering og bruk av ny taksonomi og pa den maten bade lette,
forbedre og harmonisere implementering basert pa ny litteratur. Klinisk ID-svarrapportering
vil naturlig kunne omfatte kommentarer om virulens/sykdomsassosiasjon og ev.
resistensforhold.

e Arbeidsgruppens arbeid vil inkorporere innspill fra hgringsinstanser:

e Relevante eksempler: omrade (instans):

e overvakning (NORM), resistens (AFA/Kres) og folkehelse (FHI)).
For konkrete forslag til implementering vises det til bakgrunnsdokumentet. AFl har i sitt
mandat a gi mer detaljerte anbefalinger om implementering og bruk av ny taksonomi.
Generelle forhold omtalt i bakgrunnsdokument og/eller presentasjon: Innfgring av nye navn
bgr generelt veere noe konservativ (ikke for rask). Klassifikasjonsendringer er et uregulert
omrade, og man bgr derfor forvisse seg om at en reklassifisering har generell aksept i det
«vitenskapelige miljget» fgr man tar den i bruk. Ved overgang til nye navn bgr det vaere en
overgangsperiode, hvor bade tidligere og nytt navn rapporteres. Periodens varighet bgr vaere
minst 1-2 ar, og gjerne lenger szerlig for mikrober som ikke rapporteres hyppig. (Se ogsa
sammendrag 03: Klinisk svarrapportering).

e AFl vil ventelig komme med sine anbefalinger angaende dette. Bruk av kompleks- og
gruppe-betegnelser bgr vaere systematisk, og ideelt sett bli ivaretatt av en nasjonalt
organisert harmoniserende gruppe (som AFIl). (Se sammendrag 03 og kap. 15i del 1
om opprettelsen av AFl).
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Del Il Spesielle forhold knyttet til identifikasjon av ulike bakterie- og
soppgrupper

Del Il omfatter spesielle forhold knyttet til identifikasjon av ulike grupper av bakterier og sopp, med
hovedvekt pa Maldi-TOF MS. For grupper av mikrober eller arter der andre metoder har en sentral
plass og kan veere, eller er, ngdvendig for tilstrekkelig identifikasjon, er dette nevnt under hvert
underkapittel.

Denne delen gir en status etter om lag 10 Gr med Maldi-TOF MS i norske mikrobiologiske avdelinger
og med anbefalinger om identifikasjon i avdelingene. Det vil skje en fortlgpende utvikling med behov
for oppdateringer bdade innen metode og klinisk svarrapportering. Bade ny klinisk kunnskap og
endringer innen databaser og taksonomi (nomenklatur og klassifikasjon) vil vaere viktige padrivere for
fortlgpende og kontinuerlige endringer. Dette vil bli forsgkt ivaretatt i medisinske mikrobiologiske
avdelinger i fellesskap gjennom etablering av en nasjonal arbeidsgruppe for identifikasjon (AFl) (se
Del V).
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4. Aerobe og fakultative bakterier

Bakgrunn

Maldi-TOF MS gir generelt palitelig identifikasjon for flertallet av aerobe og fakultativt anaerobe
bakterier, nar man forholder seg til anbefalingene som produsentene har gitt for godkjenning til
genus eller artsniva.

Anbefalinger

Oversikten pa de neste sidene viser anbefalinger og kunnskapsgrunnlag for aerobe og fakultativt
anaerobe bakterier der identifisering med Maldi-TOF MS er avhengig av supplerende fenotypiske
metoder og/eller molekylaere metoder for sikker og/eller tilstrekkelig identifikasjon eller
diskriminerende artsidentifikasjon.
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Oversikten er en statusoversikt, og ev. viktige endringer vil bli anbefalt fortlgpende av en nasjonal
arbeidsgruppe for identifikasjon (AFI) nar denne er etablert:

antisera som kan identifisere
tyfoidfeber variantene samt
de vanligste non-tyfoid
variantene.

Bakterier Supplerende metode Kliniske forhold Andre kommentarer
E. coli/ E. Differensiering Shigella/EIEC: Ved funn utenfor | Identifikasjon av E.
fergusonii/ Trergrsforgjeering og/eller Gl-traktus er fergusonii anses
Shigella kommersiell fenotypisk differensiering ungdvendig,

metode (API20E, Vitek el.) kun ngdvendig rapporteres som E.

kombinert med Shigella- ved klinisk coli.

antisera. Feilidentifikasjoner mistanke om Gl

kan forekomme, og infeksjon.

molekylaere metoder Ellers rapporteres

anbefales for endelig avklaring | E. coli.

(for eksempel ipaH-gen).
Salmonella species | Serotyping med et utvalg av Kan kombineres med

kommersiell
fenotypisk
identifikasjon eller
utvidet 3-rgrs
forgjeering, seerlig
dersom antisera IKKE
er tilgjengelig lokalt.

Y. enterocolitica

Anbefalt fenotypisk metode
for serotyping er et utvalg av
antisera som kan identifisere
0:3 0g 0:9. Stammer med
sikker eller uklar patogenisitet
sendes FHI.

oxytoca -kompleks fra
Raoultella, suppler med
fenotypisk identifikasjon
(VITEK2 el.) og vurder resultat

Y. pseudo- Ingen serotyping lokalt, sende Differensiering av Y.
tuberculosis stamme til FHI. pseudotuberculosis/ Y.
pestis: Vurder journal
og kliniske
opplysninger, kontakt
kliniker for & be-/
avkrefte mistanke om
pest. Hvis ikke
avkreftet mistanke,
kontakt FHI.
Klebsiella Maldi-TOF MS er tilstrekkelig Fenotypisk Artene kan
pneumoniae for identifikasjon. differensiering rapporteres som K.
innen K. pneumoniae-
pneumonie - kompleks.
kompleks er
ungdvendig.
Klebsiella Maldi-TOF MS er vanligvis Fenotypisk Artene kan
oxytoca/K.indicae/ | tilstrekkelig for identifikasjon. | differensiering rapporteres som K.
Raoultella Ved behov for 3 skille K. innen K. oxytoca - | oxytoca -kompleks.

kompleks er
ungdvendig.

Differensiering

av Raoultella fra K. oxy
toca -kompleks kan'i
enkeltstaende tilfeller
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Bakterier Supplerende metode Kliniske forhold Andre kommentarer
av enkelttester, ev. suppler veere aktuelt ved
med vurdering av ID-score. klinisk
Kommenter ev. forbehold til viktige problem-
artsidentifikasjon i svaret. stillinger og/eller for &
avgjgre
tilstedeveerelse av
kromosomal eller
plasmidmediert
resistens mot
3.generasjons
cefalosporiner.
Enterobacter Maldi-TOF MS er tilstrekkelig Fenotypisk Artene kan
cloacae for identifikasjon. differensiering rapporteres som
innen Enterobacter cloacae -
Enterobacter kompleks.
cloacae -
kompleks er
ungdvendig.
Serratia species Maldi-TOF MS er tilstrekkelig Fenotypisk Artene kan
for identifikasjon, og for a differensiering rapporteres som
diskriminere Serratia innenfor Serratia | henholdsvis Serratia
marcescens- kompleks og marcescens- marcescens- kompleks
Serratia liquefaciens- kompleks eller og Serratia
kompleks. Serratia liquefaciens-kompleks.
liquefaciens -
kompleks
ungdvendig.
Aeromonas spp. Ingen fenotypisk Kan besvares som
differensiering er tilgjengelig. Aeromonas sp.
N. gonorrhoeae Maldi-TOF MS er som regel Mange tilfeller vil
tilstrekkelig for identifikasjon. uansett ha molekylzert
Det bgr generelt veere lav pavist N. gonorrhoeae
terskel for supplerende fra samme
metoder, seerlig ved funni lokalisasjon.
luftveier.
N. meningitidis Serogrupping bgr gjgres som Maldi-TOF MS

standard for a skille A, C, Y og
W fra B, og andre
serogrupper/ikke-typbare
stammer.

16S kan gi usikker/ukorrekt
identifikasjon for enkelte
Neisseria arter siden de er sa
like. Vurder derfor malrettet
PCR ved behov for rask
avklaring.

kan aksepteres
som forelgpig
identifikasjon,
seerlig ved alvorlig
klinikk og/eller
isolat fra
blod/spinalvaeske

Vurder kliniske
opplysninger og
kontakt ev.
rekvirent for
ytterligere
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Bakterier

Supplerende metode

Kliniske forhold

Andre kommentarer

Ved funn i genitalia vurder
mulighet for uretrittassosiert
N. meningitidis. Suppler med
molekylaer testing ved
malrettet PCR.

Ved funn i andre lokalisasjoner
suppler med kommersiell
fenotypisk test (f.eks. API-NH)
dersom funnet kan ha klinisk
relevans

avklaring av
klinisk mistanke.

Andre Neisseria
spp.

Maldi-TOF MS kan aksepteres
som tilstrekkelig for
identifikasjon i hht.
produsentanbefalinger i
mange tilfeller, men vurder
molekylzer identifikasjon
(16sRNA eller malrettet PCR
ved alvorlig klinikk og/eller
isolat fra blod/spinalvaeske).

Streptococcus Fenotypiske tester: Lancefield | Vurder behovet Ved standard Bruker
dysglactiae/S.canis | gruppe C rapporteres som S. for 4 skille disse database er det
dysgalactiae. Ved Lancefield klinisk. problematisk a skille S.
gruppe G, foreta CAMP-test Naerkontakt med | dyscalctiae/ S. canis.
(negativ for S. canis, positiv for | hund?
S. dysgalactiae). Tilstedevaerelse
av
komplikasjoner:
glomerulonefritt,
reumatisk feber?
Streptococcus Generelt kan Maldi-TOF MS Kan generelt

pneumoniae og
andre
viridansstreptokok
ker

identifikasjon av
viridansstreptokokker, om
gnskelig rapporteres pa
gruppeniva dersom beste
score tilhgrer art innenfor den
respektive gruppen. Maldi-
TOF MS identifikasjon av
andre non-hemolytiske
streptokokker kan aksepteres
etter produsentens kriterier.

S. pneumoniae kan primaert
identifiseres etter
produsentens kriterier.
Supplerende identifikasjon
gjores med klassisk morfologi
(hvis tilstede) og optochin-
felsomhet, og er saerlig aktuelt

For tentative S.
pneumoniae:
Veer seerlig
observant pa
luftveisisolater
med trang opto-
sone og/eller

rapporteres pa
gruppeniva dersom
beste score tilhgrer
art innenfor den
respektive gruppen.
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Bakterier Supplerende metode Kliniske forhold Andre kommentarer
ved klinisk viktige isolat utypisk
og/eller der det utfgres resistensmenster.
resistensbestemmelse. Seerlig aktuelt for
Ytterligere fenotypisk isolat direkte fra

identifikasjon kan gjgres med luftveisprgver
galleoppl@selighetstest ved
trang optochin-sone eller
utypisk kolonimorfologi
og/eller resistensmgnster —
seerlig aktuelt for isolat direkte
fra luftveisprover.

Bacillus cereus/B. Lokale laboratoriers evne og muligheter til For andre arter
anthracis forsvarlig handtering av identifikasjon varierer og i Bacillus cereus-

er avhengig av fasiliteter (BSL-2 eller BSL-3). Det gruppen

bar derfor utfgres/veere utfgrt en lokal (enn B. anthracis) kan

disse om gnskelig
rapporteres

som Bacillus cereus de
rsom beste score

er B. cereus eller
annen art i gruppen.

risikovurdering av biosikkerhet ved handtering av

identifikasjonen av disse artene. Vurderingen av

risiko i hvert enkelt tilfelle bgr ta hensyn til
pasientfaktorer (stoffmisbruk, yrke, reise),
symptomer og funn, samt antall/type flasker, ev.
funn i andre prgvematerialer (for eksempel
sarprgve).

Fglgende scenarier vil typisk foreligge:

(i) Kliniker mistenker miltbrann. Vurder
handtering i lab. Hvis mistanken er reell
bgr prgven handteres i P3 lab, og FHI
varsles pa telefon.

(ii) Funn av store rette grampositive staver i
blodkultur. Vurder ev. revurder kliniske
forhold basert pa kunnskap om dette
funnet. Se anbefalinger kapittel 10.

(iii) Funn av non-hemolytiske Bacillus spp. fra
sar, vev, abscessinnhold etc. Se
anbefalinger kapittel 10.

Bacillus anthracis er non-hemolytiske og

ubevegelige, men motilitetstest ma utfgres i P3

lab.

Varsling til FHI skal skje ved mistanke om

miltbrann.
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5. Muggsopp

Bakgrunn

Maldi-TOF MS gir raskere svar, mer korrekt identifikasjon og faerre feilidentifikasjoner enn
tradisjonelle fenotypiske metoder, samt gkt mulighet til 3 skille mellom nzert relaterte arter. Korrekt
artsidentifikasjon er viktig for & kunne fglge internasjonale behandlingsanbefalinger ogsa der det
ikke finnes brytningspunkt. Begrensninger er i hovedsak knyttet til innhold i databaser. Det kom
ikke noen innvendinger mot foreslatte anbefalinger pa mgtet.

Anbefalinger
Identifikasjon med Maldi-TOF MS bgr benyttes som et supplement til fenotypisk identifikasjon pa:

e Kompliserte og/eller alvorlige infeksjoner der systemisk antimykotika er indisert.
e Isolat som videresendes referanselab.

For dyrkning for identifikasjon anbefales:

e Sabouraud glukose agar med kloramfenikol og gentamicin. Unnga a fa med agar ved hgsting
far ekstraksjon.

For ekstraksjon anbefales:

e Folg leverandgrs anbefaling med hensyn til ekstraksjon og plater.

e  Full ekstraksjon med etanol, maursyre og acetonnitril er vist 3 gi best spektra pa tvers av
databaser. Slik ekstraksjon er dokumentert a drepe sopp, og er per i dag anbefalt metode
ved bruk av MSI og Microbenet databaser.

e Dersom forenklet ekstraksjon med maursyre benyttes (extended Direct Transfer) kan man
spare tid, og det er mulig a8 oppna gode spektra. Men det eksisterer mangler i publiserte data
pa hvor godt metoden inaktiverer sopp, og laboratorier bgr derfor ha rutiner for a benytte
full ekstraksjon dersom det er mulighet for identifikasjon av sopp i smitterisikogruppe 3.

e Inokuler alltid minst to spot.

For database og identifikasjon anbefales:

e Identifikasjon med Maldi-TOF MS bgr sammenholdes med fenotypisk identifikasjon og
klinikk/epidemiologisk informasjon.

e Bruk bade kommersiell og offentlig database dersom mulig.

e MSI databasen anbefales da den per i dag inneholder klart flest arter og mange MSP per art,
og bgr dersom mulig benyttes pa kompliserte infeksjoner der presis artsidentifikasjon er
viktig for a predikere iboende fglsomhet for antimykotika.

e Samsvar mellom databaser styrker sikkerhet til identifikasjon.

e Folg databaseleverandgrs anbefalinger med hensyn til cut-off for artsidentifikasjon. Flere
studier har vist at Brukers cut-off kan senkes til 1,7 uten at det medfgrer flere
feilidentifikasjoner, men eventuell bruk av andre verdier enn det leverandgr anbefaler bgr
valideres lokalt.

e Veer oppmerksom pa begrensninger oppgitt fra leverandgr, samt kjente fallgruver/
begrensninger med benyttet metode/database.
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e Der Maldi-TOF MS ikke skiller godt mellom ulike arter i henhold til leverandgrs anbefalinger
besvares prgven pa genus - eller artskompleks-niva med mindre en alternativ test gir
avklaring.

e Muggsoppisolat fra infeksjoner som krever antimykotisk behandling sendes alltid
referanselaboratorium for konfirmasjon.

For besvaring anbefales:

e Fglg med pa oppdateringer i databasen med hensyn til navneendringer.

e Navn som benyttes i databaser er ikke ngdvendigvis det som bgr rapporteres til rekvirent, -
her bgr man fglge konsensus for medisinsk viktige sopp som beskrevet i
https://doi.org/10.1128/jcm.00873-23 og oppdatert informasjon pa sidene til ISHAM
Nomenclature of Clinical Fungi :: ISHAM. | tillegg fins god informasjon i Atlas of clinical fungi
sin nomenklatur database Nomenclature — names — Atlas of Clinical Fungi.

e Der nye navn benyttes bgr de besvares med referanse til gammelt navn, da disse fortsatt
benyttes i mange lerebgker og artikler.

o Lomentospora prolificans (tidligere kjent som Scedosporium prolificans).

e Dersom gammelt navn benyttes, bgr man ogsa henvise til det nye navnet.

0 Geotrichhum capitatum (ogsa kjent som Magnusiomyces capitatus).

NEQAS EQA for mykologi anbefales som ekstern kvalitetskontroll for identifikasjon og besvaring av
muggsoppidentifikasjon.
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6. Dermatofytter

Bakgrunn

Korrekt identifikasjon av dermatofytter er seerlig viktig der det har klinisk og/eller epidemiologisk
konsekvens, og er seerlig relevant ved mistanke om zoonotisk agens, ved utbredte /og eller terapi-
resistente dermatofyttoser eller ved utbrudd. Maldi-TOF MS gir mulighet for god artsidentifikasjon
for de fleste dermatofytter, til dels ogsa innen enkelte artskompleks, forutsatt at on-line database
benyttes. Kommersielle databaser har per i dag begrensninger i antall arter og spektra for
dermatofytter, og gir oftere feilidentifikasjon. Det kom ikke noen innvendinger mot foreslatte
anbefalinger pa mgtet.

Anbefalinger

Dyrkning og identifikasjon med Maldi-TOF MS bgr benyttes som et supplement til PCR og/eller
fenotypisk identifikasjon pa:

e Utbredt/uttalt dermatomykose, seerlig der det er mistanke om terapisvikt/resistens.
e Ved mistenkt smitte fra dyr.
e Ved mistanke om utbrudd.

For dyrkning for identifikasjon anbefales:
e Sabouraud glukose agar (SAB) med kloramfenikol og gentamicin. Unnga a fa med
agar ved hgsting f@r ekstraksjon.

For ekstraksjon anbefales:
e Fglg anbefalinger fra leverandgr eller anvendt database.
e Full ekstraksjon med etanoltrinn er vist & gi gode spekter pa tvers av databaser, og er
anbefalt ved bruk av MSI 2.0 eller MicrobeNet. Etanol sikrer soppdrap.
e Extended direct transfer sparer tid og kan forenkle arbeid. Laboratorier bgr gjgre
egen risikovurdering dersom forenklet ekstraksjon benyttes.
e Inokuler alltid minst to spot.

For database og identifikasjon anbefales:
e MSI2.0 databasen er vesentlig forbedret for dermatofytter, og med spektra fra
kolonier i ulike faser av vekst, og er per i dag bedre enn kommersielle databaser med
hensyn til identifikasjon av dermatofytter til arts- eller artskompleks - niva.
e MSI2.0 databasen har problemer med a skille mellom nzert relaterte arter som T.
rubrum, T. violaceum og T. soudanense. Supplerende tester kan bidra til sikrere
identifikasjon.
e Fglg databaseleverandgrs anbefalinger med hensyn til cut-off for sikker
artsidentifikasjon/ skille fra andre arter og genera.
e Vaer klar over begrensninger oppgitt fra leverandgr samt kjente fallgruver/
begrensninger med benyttede databaser.

For besvaring anbefales:
e Fglg anbefalinger som beskrevet under muggsopp.

NEQAS EQA for mykologi anbefales som ekstern kvalitetskontroll for identifikasjon og besvaring av
dermatofytt-identifikasjon.
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7. Gjersopp

Bakgrunn

Korrekt identifikasjon av gjaersopp er av betydning for empirisk valg av soppbehandling. Korrekt
artsidentifikasjon er viktig for & kunne fglge internasjonale behandlingsanbefalinger ogsa der det
ikke finnes brytningspunkt. Maldi-TOF MS kan i stor grad erstatte fenotypisk og biokjemisk
identifikasjon av gjaersopp. Det kom ikke noen innvendinger mot foreslatte anbefalinger pa mgtet.

Anbefalinger

Identifikasjon med Maldi-TOF MS bgr benyttes ved:

Rutinemetode for identifikasjon av gjaersopp fra alle typer prgvemateriale, og alltid ved funn
av gjeersopp i blod eller andre sterile prgvematerialer.

Identifikasjon av koloniseringsflora hos pasienter pa for eksempel intensiv, overvakning og
hematologisk avdeling pa grunn av gkt risiko for invasiv infeksjon.

Identifikasjon av Candida auris (Candidozyma auris).

Enkel identifikasjon kun med kromogen agar kan vzere tilstrekkelig ved koloniserende flora
hos pasienter som ikke tilhgrer risikogrupper.

Sekvensering er aktuelt pa invasive isolat der man ikke oppnar sikker identifikasjon med
Maldi-TOF MS.

For dyrkning fgr identifikasjon anbefales:

Sabouraud glukose/dextrose agar med kloramfenikol og gentamicin er anbefalte medium.
Kromagar bgr alltid benyttes i tillegg ved utsaed fra positiv blodkultur og ved screening for C.
auris. Kromagar bgr ogsa vurderes pa prgvematerialer med mulighet for blandingsflora for
raskere presumptiv identifikasjon og pavisning av ulike gjaersopparter.

Identifikasjon med Maldi-TOF MS kan forsgkes ogsa direkte fra kromogent medium.
Dersom man ikke oppnar god score, ma subkultur pa anbefalt medium forsgkes.

For ekstraksjon anbefales:

Folg leverandgrs anbefaling med hensyn til ekstraksjon og plater.

Forenklet ekstraksjon med maursyre som bryter ned celleveggen er som regel ngdvendig for
a fa gode nok spektra.

Full ekstraksjon med etanol, maursyre og acetonitril anbefales der man ikke kommer til mal
med forenklet ekstraksjon, og vil som regel gi bedre scoreverdi.

Inokuler alltid minst to spot.

For database og identifikasjon anbefales:

Kommersielle databaser fra Bruker og Vitek fungerer godt for de vanlig forekommende
gjaersopp.

Vurder supplement med alternativ database og/eller sekvensering dersom funn av uvanlig
gjaersopp.

Folg databaseleverandgrs anbefalinger med hensyn til cut-off for artsidentifikasjon. Flere
studier viser at Brukers cut-off (2,0) kan senkes til >1,7 uten at det medfgrer flere
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feilidentifikasjoner, men eventuell bruk av andre verdier enn leverandgr anbefaler bgr
valideres lokalt.

e Veer klar over begrensninger oppgitt fra leverandgr samt kjente fallgruver/ begrensninger
med benyttede metoder/databaser

For besvaring anbefales:

e Fglg anbefalinger som beskrevet under muggsopp.

NEQAS EQA for mykologi anbefales som ekstern kvalitetskontroll for identifikasjon og besvaring av
gjeersoppidentifikasjon
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8. Mykobakterier

Bakgrunn

Det vises til rapport fra strategimgte 2016 om Mykobakteriediagnostikk. Dette innlegget er her
oppdatert med et hovedfokus pa identifikasjon med Maldi-TOF MS, og tar utgangspunkt i Bruker

Daltonics og Biomerieux sine systemer.

Anbefalinger
Identifikasjon av hurtigvoksende mykobakterier

Ved mistanke om hurtigvoksende mykobakterier bgr en utfgre identifikasjon ved eget laboratorium,
samarbeidende lab eller referanselab innen rimelig tid: avhengig av pasientens tilstand og hvordan
den klinisk relevans vurderes, og hva slags pr@gvemateriale som er mottatt. Maldi-TOF MS er en godt
egnet metode for identifikasjon av hurtigvoksende mykobakterier bade fra fast medium og fra
flytende medium. Det er noe variasjon pa grad av identifikasjon mellom ulike Maldi-TOF MS
systemer, der noen systemer identifiserer til gruppe-/artskompleksniva og andre til artsniva.

Identifikasjon av M. tuberculosis kompleks (MTBC) og langsomtvoksende NTM

Ved selektiv dyrkning for mykobakterier er det viktig med rask avklaring om det er
tuberkulosebakterier som vokser. Maldi-TOF MS kan identifisere MTBC til artskompleks-niva, men
det bgr vaere opptil hvert enkelt laboratorium a avgjgre om man vil gjgre dette som rutine. MPT64
antigen test sammen med mikroskopi eller en NAAT test vil raskt kunne vise om det dreier seg om
tuberkulosebakterier.

Det eksisterer en viss grad av variasjon pa identifikasjonen som oppnas ved bruk av ulike Maldi-TOF
MS systemer ettersom noen systemer identifiserer til gruppe-/artskompleksniva og andre til artsniva.
Viser til punktet over for andre metoder for identifikasjon av MTBC og for NTM.
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9. Anaerober

Bakgrunn

Medisinsk-mikrobiologiske laboratorier bgr kunne identifisere de viktigste gruppene anaerobe
bakterier som gir sykdom. Anaerobe infeksjoner er ofte polymikrobielle og behandles ofte empirisk.
Det blir derfor spesielt viktig a identifisere arter som kan ha uforutsigbart resistensmgnster og disse
bgr resistensbestemmes. Disse sammenfaller i stor grad med artene som har kliniske
brytningspunkter fra EUCAST (Bacteroides spp., Prevotella spp., Fusobacterium necrophorum,
Clostridium perfringens, Cutibacterium acnes og Clostridioides difficile). Fakultativt anaerobe arter
som vokser best anaerobt (f.eks. Actinomyces, Lactobacillus, Actinotignum m fl.) er det ogsa viktige a
identifisere ettersom empirisk behandling med metronidazol da ikke vil veere egnet. For gvrige
anaerober er det ogsa gnskelig med identifikasjon til artsniva, spesielt ved alvorlige infeksjoner, funn
i renkultur eller fra normalt sterile omrader, eller ved manglende effekt av empirisk behandling.
Identifikasjon til slektsniva eller grovidentifikasjon (f.eks. anaerobe gram positive kokker) kan vaere
tilstrekkelig i noen tilfeller.

Anbefalinger

Om bruk av Maldi-TOF MS til identifisering av anaerober
e Maldi-TOF MS er na generelt godt egnet som hovedmetode for identifikasjon av klinisk
relevante anaerober.

o ldetilfellene man ikke kommer i mal med Maldi-TOF MS eller biokjemiske systemer,
vil man matte gjgre en avveining av om det er behov for sikker artsidentifikasjon
med sekvensering, eller om det kan gjgres en enkel grovidentifikasjon til slekts-
/gruppeniva.

o Den viktigste enkeltfaktoren med betydning for graden av vellykket identifikasjon er
kvaliteten pa referansedatabasen.

o Bruk av «on plate» ekstraksjon med maursyre anbefales, spesielt for gram positive
anaerober, fusobakterier og saktevoksende arter. For disse artene anbefales det
videre a inokulere minst to spot. Identifikasjon med score > 1,8 kan regnes som
sikker til artsniva forutsatt at gvrige konsistenskrav er tilfredsstilt.

o Anaerober kan identifiseres med Maldi-TOF MS direkte fra positive blodkulturflasker
og laboratoriet bgr da validere en tilpasset cut-off for godkjent identifikasjon.

Om handtering av taksonomiendringer og spesielle forhold knyttet til slekten Bacterioides

e Qver de siste tidrene har taksonomien til en del viktige anaerobe slekter blitt revidert pa
bakgrunn av helgenomdata.

e laboratoriene bgr holde seg oppdatert pa taksonomiendringer for Bacterioides der det har
vaert gjennomfgrt endringer de seinere arene, og ytterligere endringer er ventet (se
sammendrag).

e Ved oppdatering av databaser ma fglgeskrivet giennomgas for a se etter endringer som kan
pavirke bruken av Maldi-TOF MS i rutinen.
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e Arter som er kjent a vaere vanskelige a skille med Maldi-TOF MS bgr besvares konsistent;
herunder noen arter fra slekten Bacteroides.
o Noen arter i B. fragilis-gruppen er nzert beslektet og kan ikke sikkert skilles med
Maldi-TOF MS. Man bgr derfor ha en strategi for konsistent svarrapportering. Man
ma vaere oppmerksom pa at strategien kan matte revurderes p.g.a.
databaseoppdateringer.
e Arten Bacteroides fragilis vil i fremtiden trolig bli skilt i to forskjellige arter.

Om identifikasjon av Clostridium botulinum

e Bakteriologisk dyrkning inngar ikke vanligvis i diagnostikken, men kan forekomme ved at man
far vevsprgver fra pasienter med sarbotulisme. Det vil da vaere Clostridium botulinum
biogruppe |, med optimal veksttemperatur rundt 37 grader som er mest aktuell. Clostridium
botulinum biogruppe | og C. sporogenes er nzert beslektet, og kan ikke sikkert skilles fra
hverandre med Maldi-TOF MS ved standard bruk.

e Ved reell mistanke om C. botulinum ma det gjgres PCR for botulinumtoksingen, alternativt
helgenomsekvensering.
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Del 1l Spesialtemaer

Del lll inneholder omtale av noen spesielle temaer knyttet til

(i) biosikkerhet,

(ii) identifikasjon ndr Maldi-TOF MS er utilgjengelig og

(iii) generelle forhold knyttet til nukleinsyrebaserte-baserte metoders rolle innen
identifikasjon til artsniva (ikke til typing).
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10. Biosikkerhet nar Maldi-TOF MS benyttes til identifikasjon

Bakgrunn

Laboratorier er av Arbeidstilsynet definert som risikofylte arbeidsplasser, som krever tiltak for a
beskytte arbeidstakerne. Risiko pa mikrobiologiske laboratorier er knyttet til bade eksponering mot
kjemikaler og mikroorganismer.

Arbeidstilsynet definerer videre at en skal unnga at det dannes aerosoler av smittematerialet, og hvis
det er risiko for aerosoler skal arbeidet forega i avtrekksskap eller sikkerhetskabinett.
Smitterisikogrupper er forskriftsfestet, men N. meningitidis, som tilhgrer smitterisikogruppe 2 (RG2),
blir i denne sammenhengen omtalt som en hgyrisikomikrobe som bgr handteres i et
sikkerhetskabinett.

Det er forelgpig ikke mye data pa sikkerhet i forbindelse med nye metoder for identifisering, dette
gjelder ogsa Maldi-Tof MS. Man baserer seg i stor grad pa erfaringer med hgyrisikomikrober man har
fra tidligere.

Anbefalinger

e Om risikovurdering:

o Ved identifikasjon med Maldi-TOF MS bgr laboratoriene gjgre en ngye risikovurdering
om forarbeid med ukjente mikrober bgr gjgres i sikkerhetsbenk klasse II.

o For mikrober der man er ganske sikre pa at de tilhgrer RG2 kan arbeidet gjgres pa benk
(f.eks. Enterobacterales, stafylokokker, streptokokker, mm.). Unntak for visse mer
virulente mikrober tilhgrende RG2, som f.eks. meningokokker og tarmpatogene bakterier
som uansett bgr handteres i avtrekk.

o Dersom man ikke undersgker alle prgver i sikkerhetskabinett, bgr man vurdere bruk av
personlig sikkerhetsutstyr.

e Om ekstraksjon:
o Ekstraksjon med etanol og maursyre bgr benyttes pa isolater man mistenker kan tilhgre
smitterisikogruppe 3 (RG3) eller andre hgyrisikomikrober.

e Om databaser:
o Laboratorier som har Maldi-TOF MS fra Bruker bgr ha tilgang til bioterror-databasen (SR-
databasen).

e Prosedyrer:

o Alle laboratorier bgr ha en prosedyre for hva man gjgr dersom man finner en
hgypatogen mikrobe, dette inkludert nar det kan veere behov for profylakse ved
eksponering.

o Der det finnes vaksiner bgr laboratoriene tilby dette til alle som i sitt arbeid, ogsa med
ukjent materiale, kan tenkes a bli utsatt for dette agens.

o Biosikkerhet ved bruk av Maldi-TOF MS for blodkulturer og oppvekstkulturer:

1. Direkte Maldi-TOF MS fra blodkultur
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Handtering av blodkulturer er omtalt i Strategirapport: Diagnostikk av blodkultur. Alt arbeid
frem til fullstendig inaktivering skal utfgres i sikkerhetsbenk klasse Il. Dette inkluderer dpning av
flasker, pipettering, ekstraksjon, sentrifugering og avfallshandtering.

Gramfunn som krever skjerpet biosikkerhet:
A. Store, rette grampositive staver (mistenkt Bacillus anthracis)
Direkte Maldi- TOF MS identifikasjon skal ikke gj@res fgr det har veert utfgrt en god
risikovurdering. Ved minste tvil bgr medisinsk mikrobiolog (lege) konfereres.
e pasientfaktorer (reise, yrke, stoffmisbruk og eksponering)
e symptomer og kliniske funn
e antall positive flasker og flasketyper
e funniandre prgver (for eksempel sarprgver, molekyleere tester)
¢ dialog med kliniker ved behov

Praktisk handtering:

e Unnga direkte Maldi-TOF MS for risiko er avklart: Ved hay risiko/sannsynlighet for
B.anthracis skal videre arbeid forega i BSL3 laboratorium -> konferer mikrobiologisk
beredskapsvakt ved Folkehelseinstituttet.

e Hvis utseed utfgres (fordi B.anthracis vurderes som lite/mindre sannsynlig): Utfgr utssed
pa skaler som forsegles med parafilm/tape.

= Vurder hemolyse og penicillinsensitivitet neste dag: Non-hemolytisk Bacillus med
relevant klinikk = konferer Folkehelseinstituttet (FHI).
= Ved mulig B. anthracis skal videre arbeid forega i BSL3 laboratorium.

Caseeksempel:
e En positiv flaske med grampositive store, rette staver hos injeksjonsmisbruker - ofte
kontaminasjon. Det kan vaere forsvarligst a avvente hemolysevurdering fgr videre
prosessering.

B. Sma gramnegative staver (Francisella tulariensis, Brucella spp.) og andre gramnegative

staver med biosikkerhetsrisiko (Burkholderia pseudomallei/mallei)

Tiltak f@r inaktivering:

e Vurder sykehistorie (reise, dyrekontakt, aerosoler) og tid til oppvekst.

e Alt arbeid frem til inaktivering utfgres i sikkerhetsbenk klasse 1l, men ved relevant klinikk bgr
BSL3 fasiliteter vurderes.

Inaktivering av prgvematerialet utfgres i sikkerhetsbenk klasse Il ved bruk av etanol, maursyre
og acetonitril.

Tiltak etter inaktivering:

e Maldi-TOF MS kan fgrst utfgres nar fullstendig inaktivering er giennomfgrt, og det skal
benyttes en Maldi database som inkluderer hgyrisiko agens (paslatt SR database for Maldi-
TOF MS fra Bruker).

e Selve Maldi-instrumentet kan sta utenfor inneslutning, forutsatt korrekt inaktivering.

2. Maldi-TOF MS fra oppvekstkultur (agarskaler)
A. Non-hemolytisk Bacillus (mulig Bacillus anthracis)

39



Del 1 - Anbefalinger/kunnskapsgrunnlag

e Maldi-TOF MS skal ikke utfgres fgr klinisk risiko er vurdert.

e Pretest sannsynlighet vurderes basert pa sykehistorie, epidemiologi og klinikk.

¢ Mistenkt anthrax - FHI kontaktes.

¢ Ved klinisk mistanke og non-hemolyse skal videre arbeid forega i BSL3 laboratorium.

B. Mulig Francisella spp., Brucella spp., Burkholderia pseudomallei/mallei

e Primaert handteres disse i BSL3 laboratorium.

e Referanselaboratoriet kan bistd med primaerdiagnostikk.

e Maldi-TOF MS kan utfgres etter fglgende forutsetninger:
o Inaktivering er gjort i sikkerhetsbenk klasse Il med etanol, maursyre og acetonitril,

etter et validert oppsett for hgypatogene agens

o Maldi-TOF MS instrumentet kan sta i vanlig rom.
En utvidet MALDI database for hgyrisiko organismer brukes.

C. Meningokokker (Neisseria meningitidis)
* Meningokokker er RG2 agens.
e Alt arbeid fgr ekstraksjon utfgres i sikkerhetsbenk klasse Il.
e Standard Maldi-TOF MS ekstraksjon (maursyre + acetonitril) er tilstrekkelig.
e Etanol er ikke ngdvendig og ikke del av anbefalt protokoll.
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11. Identifikasjon nar Maldi-TOF MS er utilgjengelig

Anbefalinger

Alle laboratorier bgr ha minst to Maldi-TOF MS instrumenter, slik at man har en back-up dersom
det ene instrumentet skulle fa driftsstans.

Alle laboratorier bgr ha en plan/prosedyre for handtering av prever i tilfelle Maldi-TOF MS ikke er
tilgjengelig, basert pa hva man har tilgjengelig av identifikasjonstester ved sitt laboratorium og
hva de ulike laboratoriene har i beredskap. Faktorer som pavirker denne beredskapen vil vaere
pris/kostnader, ID-instrumentering, holdbarhet pa reagenser, ID-kompetanse, avstand til
alternativt laboratorium, ol.

Spesifikke anbefalinger knyttet til ulike prgvematerialer nar Maldi-TOF MS er utilgjengelig:

URINPR@VER

o Bruk av kromogene agarskaler til identifikasjon kan anses tilstrekkelig for polikliniske
prever, og for inneliggende pasienter med ukomplisert UVI.

o Laboratorier som benytter laktoseskal eller MacConkey kan besvare laktosepositive E.
coli ut fra fenotypi. For gvrige gram-negative staver anbefales 3-rgrsforgjeering. Vurder
om salmonella-agglutinasjon skal utfgres pa laktose-negative, H2S-positive bakterier.

o For enterokokker anbefales PYR-test, sulfa- og tellurlapp.

o For a pavise gruppe B-streptokokker anbefales agglutinasjonstest. Selektiv kromogen
agar kan vurderes for gravide.

POSITIVE BLODKULTURER OG SPINALVASKE
o Mikroskopi av grampreparat utfgres for rask presumptiv diagnostikk.
= Ved funn av gram-positive kokker i kjeder eller diplo, anbefales streptokokk-
og/eller pneumokokk-agglutinasjon. Alternativt kan spesifikk PCR for f.eks GAS,
GBS osv. benyttes.
= Meningokokk-agglutinasjon bgr utfgres ved funn av gram-negative diplokokker.
Alternativt kan spesifikk PCR for meningokokker og eventuelt kapseltype
benyttes. Koagulase kan benyttes ved funn av gram-positive kokker i hauger.
= Spesifikk PCR for andre bakterier, som H.i nfluenzae og Listeria kan benyttes
etter vurdering av gram-preparat og klinikk.
o Kommersielle ID-systemer bgr bekrefte presumptiv identifikasjon, men krever vekst pa
skal.
o Ved tilgang til genteknologiske tester med brede blodkultur- eller CNS panel, kan disse
benyttes for alvorlig syke pasienter.

PUSS- OG SARPR@VER
o For polikliniske prgver er det tilstrekkelig med agglutinasjonstester for identifikasjon av
beta-hemolytiske streptokokker og Staphylococcus aureus, eventuelt koagulase i tillegg.
Hvis behov for diagnostikk av enterokokker og gram-negative staver, foreslas
diagnostiske lapper og 3-rgrsforgjeering.
o Dype- eller peroperative prgver: Forelgpig svar gis ut fra mikroskopi og eventuelt
agglutinasjon. Det bgr utfgres biokjemisk identifikasjon.
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o Sarprgver fra inneliggende pasienter: Kan behandles som polikliniske prgver ved mindre
alvorlig infeksjon. Ved alvorlig infeksjon fglges opplegg som for dype pragver.

e LUFTVEISPR@VER
o For diagnostikk av de vanlige luftveispatogene bakteriene, vil en kombinasjon av
agglutinasjon, oksidase og diagnostiske lapper oftest vaere tilstrekkelig.
o Ved behov for identifikasjon av andre mikrober (intensivpasienter, immunsupprimerte
etc.), er biokjemiske ID-systemer aktuelle. Genteknologiske tester for luftveisprgver med
brede bakteriepanel vil gi raskere diagnostikk for denne pasientgruppen.

Spesifikke anbefalinger om SOPPDIAGNOSTIKK

e Ved ukomplisert, overfladisk soppinfeksjon kan vekst av gjeersopp svares ut fra fenotypi pa
sabouraud-agar, eventuelt med tillegg av vatpreparat.
e Identifikasjon med kromogen agar kan veere tilstrekkelig ved mindre alvorlige gjeersopp-
infeksjoner.
e For alvorlige og systemiske soppinfeksjoner ma videre diagnostikk utfgres. Aktuelle tester
kan veere:
o For gjersopp: inkubering ved ulike temperaturer, kimrgrtest, biokjemiske
identifikasjonssystemer.
o For muggsopp: morfologisk identifikasjon med mikroskopi.
Det henvises ellers til Strategirapport om soppinfeksjoner, 2013.

Spesifikke anbefalinger om diagnostikk av ANAEROBE BAKTERIER

e Mange anaerobe infeksjoner er polymikrobielle, og artsidentifikasjon er ofte av mindre
betydning. Ved monokultur og vekst fra sterile omrader, dype abscesser og nekrotiserende
blgtvevsinfeksjoner, bgr det tilstrebes identifikasjon.

e Spredning aerobt og anaerobt skiller fakultative mikrober fra strikt anaerobe. Metronidazol-
lapp kan vaere nyttig.

e Gram-preparat, koloniutseende (sverming, hemolyse) og vekst pa selektiv agar (f.eks BBE-
agar) ma vurderes. Kommersielle ID-systemer basert pa biokjemi kan utfgres.

Anbefaling om laboratoriesikkerhet ved anvendelse av basale tester:

e Katalase er en rask, enkel og billig basaltest som er aerosoldannende. Den ma derfor utfgres
i sikkerhetskabinett med lukket petriskal pa grunn av risiko for laboratoriesmitte.
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12.Rollen til nukleinsyrebasert identifikasjon

Anbefalinger

Om indikasjoner for nukleinsyrebasert identifikasjon:

e For de aller fleste kliniske problemstillinger vil Maldi-TOF MS gi tilstrekkelig god
identifikasjon.

e Supplerende diagnostikk som nukleinsyrebasert identifikasjon er klinisk relevant primaert
dersom Maldi-TOF MS ikke gir et godkjent svar innenfor det man for det aktuelle isolat

mener er det ngdvendige taksonomiske niva (arts-niva, arts-gruppe niva eller genus niva).

Nivaet bgr hensynta kliniske forhold.
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Del IV Identifikasjon direkte fra materiale

Del IV omtaler identifikasjon direkte fra et prdavemateriale. Kun identifikasjon direkte fra blodkultur
ble omtalt pG Strategimgtet.
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13.Identifikasjon direkte fra positiv blodkulturflaske

Anbefalinger

Identifikasjon av bakterier direkte fra blodkulturflasker ved hjelp av Maldi-TOF MS har betydning
for valg av antibiotikabehandling hos pasienter med sepsis, og kan dessuten ha en rolle i
pasientutredning og for antibiotika-styring.
o Det anbefales derfor at identifikasjon av bakterier direkte fra blodkulturflasker ved
hjelp av Maldi-TOF MS tas i bruk som en del av diagnostisk rutine ved alle
mikrobiologiske laboratorier som er primaerlaboratorium for slik diagnostikk.

To Maldi-TOF MS instrument-systemer myntet pa medisinsk-mikrobiologiske laboratorier er
markedsfgrt i Norge per na: Maldi-TOF MS biotyper® fra Bruker som benytter databasen MTB
Compass og VITEK® MS fra bioMerieux som benytter databasen Saramis®.
o Begge instrumenter kan benyttes til identifikasjon direkte fra positive
blodkulturflasker.

Begge instrumenter har utviklet kommersielle kits, hhv. Sepsityper kit fra Bruker Daltonics, og
VITEK MS blodkultur kit fra bioMérieux, som kan benyttes til identifikasjon direkte fra blodkultur.
Det er ogsa mulig @8 kombinere in-house utviklede metoder med begge instrumenter.
o Deter pernaikke sa betydelige kvalitetsmessige forskjeller at det er grunnlag for klare
anbefalinger om 3 benytte enten kommersielle eller in-house utviklede metoder.

Tolking av resultater direkte fra blodkultur:

e Maldi Biotyper® fra Bruker Daltonics:
o Detfinnes ikke en standardisert anbefaling for vurdering av score-verdier som oppnas
ved direkte identifikasjon:
= (i) Ved bruk av MBT IVD Sepsityper Modul inkludert i Compass programvare
pa MALDI Biotyper® (Bruker, Daltonics) b@r produsentens anbefalinger fglges
ved tolkning av resultater direkte fra blodkulturflasker.

e Her erart/genus-score-grensene satt lavere enn ved bruk av Standard
Biotyper avlesning, dvs. >1,8 for sikker identifikasjon til artsniva og
>1,6 til genus niva, som er en tilpasning knyttet til direkte
identifikasjon.

= (iia) Ved bruk av in-house basert metode er et alternativ & bruke Standard
Biotyper avlesning for bakterie-kolonier, og tolke resultatene med Bruker sine
anbefalte klassifikasjonskriterier for sikker identifikasjon til art- (>2,0) eller
genus-niva (>1,7- <2,0), samt for ingen identifikasjon (<1,7).

= (iib) Et annet alternativ er & vurdere resultater med lavere score-verdier enn
de som er som angitt for MBT IVD Sepsityper.

e Dette er utprgvd i flere studier med in-house metoder, og tolkning av
resultater med score verdier <1,7 kan gi palitelige identifikasjoner
samsvarende med endelig Maldi-TOF MS resultater fra kolonier.
Senkning av score-verdier til >1,5 eller >1,6 for sikkert genus og >1,7
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eller >1,8 for sikker artsidentifikasjon har generelt nesten ikke gitt
feilidentifikasjoner (se Tabell 1 i sammendraget).

e Sannsynligheten for riktig identifikasjon er enda st@rre hvis man
inkluderer en konsistens-regel om at minst tre eller fire av de fgrst
foreslatte identifikasjoner fra topp 10 forslag pa ett spot viser samme
art.

e Ved bruk av lavere score-grenser bgr dette som hovedregel angis som
et forelgpige svar (angitt med usikkerhet etter individuell vurdering),
og deretter repeteres fra kolonier hvor dette svaret inngar i endelig
svarrapportering.

o Ved passende klinisk bilde, >1,7-2,0 og konsistens mellom 4
gverste 10 pa topp (10-rank) vil det likevel neppe veere behov
for & repetere funnet fra koloni, mens ev. ytterligere
tolkningsregler skjer etter lokal vurdering av dokumentasjon,
kompetanse og erfaring.

= Det bgr veere etablert et system for loggfgring av diskrepante resultater
(mellom direkte- og koloni-generert identifikasjon), og dette bgr vurderes
regelmessig (for eksempel arlig) som en del av lokal kvalitetssikring av
metoden.

o Vitek MS® fra bioMerieux:

o (i) For tolkning av resultater ved bruk av VITEK MS RUO kit med SARAMIS database fra
bioMeérieux gjgres en vurdering av funn i forhold til konsistens-samsvar («confidence
match») med referansespektrum.

= Laboratorier som vurderer innkjgp av VITEK MS bgr veere kjent med at faste
anbefalinger for tolkning av resultater ikke er satt opp fra produsenten, og
derfor bgr etableres av brukeren selv.

o (ii) Ved bruk av Vitek MS IVD/CE databasen kan tolkningen gjgres av VITEK MS
systemet: Da angis det en % sannsynlighet for korrekt ID, og en fargekode som
indikerer sikkerheten av funnet.

e Biosikkerhet ved bruk av Maldi-Tof MS direkte fra blodkultur.
o Se anbefalinger kapittel 4 og 10.
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Del V Framtidig bruk av Maldi-TOF MS, og opprettelse av en nasjonal
Arbeidsgruppe for identifikasjon (AFl-gruppen)

Del V omtaler (i) framtidig bruk av Maldi-TOF MS, og (ii) mandatet gitt av mgtet for veien videre for
opprettelse av en arbeidsgruppe som skal jobbe kontinuerlig med metodespgrsmal og spgrsmal
knyttet til klinisk svarrapportering — en AFI-gruppe (Arbeidsgruppe for Identifikasjon).
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14. Framtidig bruk av Maldi-TOF MS

Bakgrunn

Bruk av Maldi-TOF MS til identifikasjon av mikroorganismer har veert en revolusjon i medisinsk
mikrobiologi. Videreutvikling av teknologien vil avhenge av hvilke data vi har behov for ved de
mikrobiologiske laboratoriene og kostnadene knyttet til fremskaffelsen av disse data.

Det vil veere behov for a raskt gjenkjenne sykdomsfremkallende mikroorganismer, gjerne med
spesifikke resistens- og virulensmarkgrer. Det vil ogsa vaere behov for artsidentifikasjon pa
stammeniva. Dette er data vi har behov for na for a kunne tilfredsstille laboratorienes
kjerneoppgaver; diagnostikk, smittevern og overvakning. Videre kan det vaere at det i neer fremtid
kan veere behov for a karakterisere mikrobenes egenskaper naermere og deres interaksjon med
humane celler eller eksternt miljg. Her kan metabolemikk basert pa Maldi-TOF MS spille en sentral
rolle.

Maldi-TOF MS har et stort ubenyttet potensial. Spektrene som produseres inneholder mer data enn
det vi benytter i dag. Maskinlaering og kunstig intelligens kan tilgjengeliggjgre disse data. Likeledes
kan utvidelse og konstruksjon av stgrre MS databaser gi oss mer data.

Sentrale punkter i den videre utviklingen av Maldi-TOF MS teknologien:

- Flere leverandgrer av Maldi-TOF MS systemer med ulike egenskaper.

- De stgrre selskapene vil IVD godkjenne alle prosesser rundt deres produkt slik at brukere blir
mer bundet til en leverandgr og laste systemer.

- Utvikling av nettbaserte databaser som ligner NCBI sine genomdatabaser basert pa bade
proteiner, lipider, og muligens ogsa andre biomolekyler.

- Bruk av maskinlaering og kunstig intelligens for a tilgjengeliggjsre data som ligger i spektrene,
men som vi ikke benytter na.

- Maldi-TOF MS rolle i persontilpasset medisin dvs. i grensesnittet mellom mikrobiologi og
patologi. Her kan MALDI Imaging spille en sentral rolle ved a visualisere samspill mellom
mikroorganismer og humane celler.

Anbefalinger
IVDR vil pavirke Maldi-TOF MS til klinisk bruk

e |VDR vil pavirke alle deler av diagnostisk virksomhet, ogsa bruk av Maldi-TOF MS. Det er
derfor viktig a sette seg inn i hvordan IVDR vil pavirke bruken av Maldi-TOF MS til
diagnostikk.

Bruk av Maskinlzering/Kunstig intelligens

e Laboratoriene bgr vurdere behovet for a heve sin kompetanse pa og investeringer i metoder
og algoritmer for maskinlaering/kunstig intelligens som kan brukes i diagnostikk.

Nyere Maldi-TOF MS teknologi

e Laboratoriene, i szrlig grad de st@rre laboratoriene, bgr fglge utviklingen av Maldi-TOF MS
baserte metoder som f.eks. nukleotid Maldi-TOF MS, MALDI Imaging og Lipidprofilering.
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15. Opprettelse av nasjonal Arbeidsgruppe for identifikasjon (AFI)

Identifikasjon og resistensbestemmelse er begge tverrgdende funksjoner i mikrobiologiske
avdelinger som griper inn i diagnostikk uavhengig av infeksjonstype. Resistensbestemmelsen
har i lang tid vaert harmonisert nasjonalt gjennom anbefalinger og opplaering fra AFA
(Antibiotikagruppen for antibiotikaspgrsmal og metoder for resistensbestemmelse) som
jobber kontinuerlig med antibiotikaspgrsmal og metodeoppdateringer innen
resistensbestemmelse. En nasjonal gruppe med formal @ harmonisere spgrsmal angaende
identifikasjon inkludert metoderelaterte spgrsmal har ikke eksistert.

En slik arbeidsgruppe kunne jobbe for a spre kunnskap og harmonisere enkeltlaboratorienes
tilneerming til taksonomi, nomenklatur og svarrapportering (gi anbefalinger). En rekke
taksonomiske endringer i nomenklatur skjer fortlgpende, og det vil derfor vaere et kontinuerlig
pagaende arbeid.

Metode- og kvalitetsspgrsmal kunne ogsa vaere oppgaver for en slik gruppe: kurering av
viktige massespekter databaser, intern opplaering av og informasjon til personell som utfgrer
identifikasjonsarbeid, systemer for dialog og informasjon til rekvirenter, ensartede
kvalitetsstandarder for benyttede identifikasjonsmetoder (primaert for Maldi-TOF MS), ev.
0gsa minstekrav til laboratoriene for a utfgre identifikasjonsarbeid (eks, anbefalinger om
back-up), ev. biosikkerhet-spgrsmal knyttet til identifikasjonsarbeid.

Saksgang med anbefalinger fram til arsmgtet i Nasjonalt forum for med mikrobiologi, FHI 5.des.2024

Opprettelsen av en Arbeidsgruppe for identifikasjon ble fremmet av programkomiteen for
mgtet.

| Strategimgtet var det ved avstemming blant representantene i mgtet en enstemmig
tilslutning om et gnske om a etablere en slik gruppe.

Programkomiteen fikk ogsa enstemmig tilslutning i mgtet til 3 utarbeide et forslag til mandat
for gruppen og prinsipper for sammensetning av en slik gruppe som kunne tas videre i
Nasjonalt forum for a hente faglig stgtte og forankring der.

I mgtet i Nasjonalt forum for medisinsk mikrobiologi ved FHI (5. Des 2024) ble det presentert
et fremlegg om saken (vedlagt), og fremlegget ble diskutert slik det framkommer i referat
(vedlagt).

o Sammensetning av AFl ble diskutert i Forum: Bl.a. foreslatt 4 medisinske
mikrobiologer, 1 mikrobiolog/bioinformatiker, 1 bioingenigr. Ved behov vil man
kunne knytte til seg medlemmer/hospitanter/observatgrer/klinikere med
spesialkompetanse. Minst ett medlem bgr komme fra et ikke-
universitetslaboratorium for a ivareta disse laboratorienes perspektiv. Det bgr
bestrebes geografisk representasjon fra alle helseregioner.

Oppnevningstid bgr veere 4 ar med mulighet til forlengelse.
o Det bgr jobbes mot at medlemmer utnevnes etter modell fra AFA.
Forslag til Mandat:

o Arbeidsgruppen skal arbeide kontinuerlig og gi arlige anbefalinger om viktige
endringer innen taksonomi og nomenklatur som bgr giennomfgres i laboratoriene, og
videre gi anbefalinger for en enhetlig klinisk svarrapportering (for eksempel art/sub-
art/artskompleks). | tillegg til a veere enhetlig pd mikrobeniva, kan det vaere relevant 3
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harmonisere klinisk kommentering som gjelder virulens/assosiert klinisk
tilstand/syndrom og iboende/assosiert resistens (dette siste naturlig i samarbeid med
AFA). Arbeidsgruppen skal vurdere mulighet for og hensiktsmessigheten av ytterligere
oppgaver. Eksempler kan veere kvalitetssikringsstandarder, handtering av IVDR,
opplaering av spesifikke metodeforhold, handtering av databaser som ikke er
standarddatabaser fra leverandgr, bruk av ikke-kommersielle databaser, generering
og bruk av egengenererte spektre mm. Arbeidsgruppen bgr samarbeide med
relevante aktgrer gjennom hgringer (f.eks. overvakningssystemer, eks. NORM) og AFA.
Svarrapporering pa artsniva gir muligheter for en rekke artsspesifikke kliniske
kommentarer (assosiert sykdom og resistens) og tilnaermingen bgr ikke kollidere med
en gitt overvakningspraksis.

Nasjonalt forum stgttet enstemmig mandatet (19 stemmer).

O

Under mgtet ble det besluttet at AFl inntil videre ligger under Nasjonalt forum som
midlertidig underutvalg. Fremdrift presenteres pa neste mgte i Nasjonalt forum
(desember 2025).

Nasjonalt forum ba om at medlemmer oppnevnes i en oppstartsgruppe, og at reisevirksomhet

stgttes (fra HFene som har medlemmer i gruppen) (min anmerkning, S. Tofteland).

Statusoppdatering basert pa presentasjon fra leder i AFl pa arsmgtet i Nasjonalt forum for med.
mikrobiologi, FHI 3.des.2025

Det ble i Arsmgtet 2025 gitt et mandat til Andre Ingebretsen (Al) til & lede og sette sammen en

Arbeidsgruppe for identifikasjon (AFl) i en oppstartsfase.

Det ble foretatt en utlysning i Mikinfo der responsen og interessen var mindre enn forventet,

men Al har likevel nd klart a8 sette sammen en arbeidsgruppe (AFl) med geografisk

representasjon.

AFI:
o

Mandatsammensetningen til AFl kan bli endret, men i oppstartsfasen er det satset pa
en modell med lege/bioingenigr-par fra sykehus i hver helseregion.
= LIS/lege fra Helse Nord (p.t. Nordlandssykehuset), Helse Vest (p.t. HUS), Helse
Sgr-@st (p.t. OUS), samt molekylaerbiolog fra Helse Midt (St.Olavs) og leder
(mikrobiolog/molekylaerbiolog, OUS).
Vurderingen fra Al er at man na har en tilstrekkelig sterk faggruppe, og disse vil ila
jan/feb 2026 ha sitt fgrste mgte. Det planlegges for et fysisk mg@te samt regelmessige
digitale mgter i 2026.
Det vil bli arbeidet med en rapport om de viktigste forandringene innen
bakteriell/sopp taksonomi i 2026.
Det vil bli arbeidet for et nasjonalt apent heldagsmgte i 2027.
Det vil ogsa arbeides for kommunikasjon gjennom en nettside, og ev. webinarer, men
her er tidsplanen ikke satt, og omfanget vil ogsa vaere avhengig av hvilke ressurser man
far tilfgrt til arbeidet.
Det poengteres at nasjonale endringer i svarrapportering ma ta hensyn til mange
forhold, og kan vaere et komplekst arbeid. Det er aktuelt & bruke hgringsinstanser som
arbeider med overvakning (ECDD/FHI/MSIS) og resistens (AFA/NordicAST/EUCAST), og
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man ma orientere seg i internasjonale retningslinjer for taksonomi og nomenklatur,
sekvensdatabaser og MALDI-databaser/oppdateringer, samt holde g¢gye med
internasjonale ID-harmoniseringprosjekter. Anbefalt svarrapporteringen skal ha et
klinisk perspektiv.
e Gruppen fortsetter inntil videre som et underutvalg under Nasjonalt forum, men AFI vil ogsa
arbeide med en modell for permanent forankring, gjerne ala AFA.
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DEL 2 - INNLEGGENE/ BAKGRUNNSINFORMASJON

Som del av den faglige forberedelsen til strategimgtet utarbeidet innlederne sitt vitenskapelig
bakgrunnsmateriale og forslag til anbefalinger, som ble sendt ut til det medisinsk-mikrobiologiske
miljget i Norge >2 uker fgr strategimgtet.

Etter mptet Programkomiteen utarbeidet et utkast med forslag til anbefalinger med bakgrunn i
innlegg og diskusjoner. Dette utkastet er giennomgatt av innledere og Referansegruppe. Et omforent
forslag fra disse aktgrene har deretter veert pa hgring pa Mikinfo der representanter har fatt
anledning til 3 kommentere pa vegne av sitt laboratorium. Etter denne hgringen har
Programkomiteen sammenstilt en endelig rapport, som sa er oversendt referansegruppen.

Enkelte sammendrag og anbefalinger som etter bearbeiding og vurdering i Programkomiteen avvike
fra innlegg pa Strategimgtet. Det er i sa fall kommentert seerskilt. Graden av dissens pa mgtet skal
angis i rapporter fra Strategimpgtet. Det var ikke vesentlige dissenser ved avstemminger i dette
Strategimgtet (se avstemminger referert i aktuelle kapitler i del 1).
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Sammendrag 01 Massespekterdatabaser

Massespekterdatabaser for identifikasjon av mikrober

Forfatter: André Ingebretsen, Oslo universitetssykehus
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 - OPPBYGGING AV BENYTTEDE DATABASER

Laboratoriene bgr kjenne til hvordan MS- databasene de benytter er bygget opp. De bgr
kjenne til hvilke stammer som er benyttet til & bygge opp databasen og hvordan stammene
er identifisert i utgangspunktet (WGS + ANI analyse?)

ANBEFALING 2 — VALIDERING AV SELVPRODUSERTE REFERANSESPEKTRE LAGT TIL | INTEGRERTE
SPESIALLAGDE DATABASER

Ved 4 tilfgye egenproduserte referansespektre til sitt eget system kan man forbedre
identifikasjonen i organismegrupper som star svakt i leverandgrenes MS databaser. Slike
spektre bgr produseres etter leverandgrenes fgringer for a produsere referansespektre
(«Standard Operating Procedures, SOPs»). De bgr lagres utenfor den IVD godkjente
databasen i MALDI systemet og bgr valideres som «in house» databaser etter IVD
regulativet. Likeledes bgr importerte spesiallagde MS databaser valideres pa lik linje med
«in-house» i IVDR.

ANBEFALING 3 - BRUK AV IVD GODKJENTE SYSTEMER VS. BRUK AV ROU SYSTEMER (EKSTERNE
DATABASER)

Det anbefales a bruke IVD godkjente systemer sa langt det praktisk lar seg gj@re. Bruk av
databaser som ikke er IVD godkjente bgr valideres som «in-house» databaser etter IVDR
artikkel 5. Det bgr opprettes en felles valideringsmal for bruk av ROU systemer ved bruk i
diagnostikk. Disse b@r vaere harmonisert nasjonalt og verifisering av nye referansespektre
inn i disse databasene bgr gjgres arlig.

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER
Ombhandler kun databaser som identifiserer bakterier og sopp til minimum artsniva.

PROBLEMOMRADE 1.

Hvor gode MALDI systemene er til 4 identifisere mikrober avhenger av spektre med god
kvalitet og av MS databasene (referansespekterbibliotek) som benyttes. Det er mange som
gnsker a forbedre identifikasjon av mikroorganismer i sitt laboratorium ved a utvide med sin
egen MS database eller ved & benytte alternative databaser, bade kommersielle og «open
source». Disse databasene er stort sett nettbaserte. Dette er ikke helt ulikt det som benyttes
ved sekvensering av mikrober i dag.
Vil man supplere med egenproduserte referansespektre bgr disse produseres pa lik linje som
referansespektrene produsert av leverandgren av systemet man benytter (Bruker,
Biomerieux etc). Det kan vaere nyttig a lagre disse referansespektrene i separate mapper slik
at det ikke er et forstyrrende element i en IVD godkjent arbeidsflyt. De forskjellige
leverandgrene av MALDI systemer har fgringer for hvordan de produserer referansespektre
(SOPs) og en bgr fglge disse nar man skal produsere referansespektre.
Noen punkter bgr vurderes for a fastsla kvaliteten pa databasen. Disse punktene vil gjelde
enten man skal utvikle en MS databaser for eget bruk, dele den med andre eller man tar i
bruk en MS database som andre har utviklet:
* Antall tekniske replikater (dvs. antall analyserte avsetninger [spots] fra en kultur
brukt til 3 generere et referansespekter).
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» Antall biologiske replikater (dvs. antall referansespektre fra distinkte subkulturer for
hver stamme).

e Antall distinkte stammer av en gitt art (dvs. heterogeniteten av mikroorganismer

brukt til 3 konstruere MS databasen).

e Typen av medium brukt til 3 dyrke organismen og alderen pa kulturen nar

referansespekter genereres kan ha en betydelig effekt pd MALDI-TOF MS resultater.

* Metode for oppkonsentrering av prgve (f.eks. blodkulturflasker), hvis aktuelt.

* Metode for spotting og ekstraksjon (dvs. direkte spotting, direkte pa-plate

maursyre spotting, eller full ekstraksjon i eppendorfrgr)

* Parameterne brukt for @ produsere referansespektre. Er MALDI-TOF MS

parameterne for delt MS database de samme som det du har i ditt instrument?

» Referansemetoden for a fastsla identifikasjon av organismen du setter inn i din MS

database. Er referansemetoden anerkjent akseptert for a fastsla definitiv

bibliotekorganismeidentifikasjon? Referansemetode = helgenomsekvensering + ANI.

e Samsvar i tolkningskriterier. Er tolkningskriteriene de samme som IVD godkjente

MALDI-TOF MS identifikasjonskriterier eller brukes alternative kriterier for a tolke

identifikasjonskvalitet?
Generelt bgr brukeren veere ngye med antall og karakterisering av organismene brukt til
utvikle biblioteket, da jo stgrre heterogeniteten av MALDI-TOF MS spektra inkorporert i MS
databasen og jo mer presis karakteriseringen av mikroorganismene er, desto bedre blir den
MALDI-TOF MS-baserte identifikasjonen. Brukere bgr ogsa sjekke spesifisiteten til MS
databasen dvs. at identifikasjon av organismer som ikke finnes i databasen bgr ikke gi en
feilidentifikasjon.
Det finnes mange MS databaser tilgjengelig for a identifisere mikroorganismer. Den stgrste
av disse er Mabritec Central. Dette er en kommersiell nettbasert service der man sender inn
spekteret sitt. Det er flere nettbaserte servicer tilbydere som er gratis (MSI-2, MicrobeNet,
Klebsiella MALDI TypeR etc). Det finnes ogsa apen programvare man kan laste ned for a
utfgre identifikasjon av mikroorganismer (MicrobeMS-Matlab etc) samt referansespektre
man laste ned via apne hubs (Zenodo, Wikis etc) og kan legge inn i sitt system. All bruk av
slike databaser ma valideres/verifiseres fgr bruk i diagnostikk.

PROBLEMOMRADE 2 - IVD VS RUO DATABASER

Det finnes lite data som sammenligner identifikasjon av bakterier med en IVD godkjent
database kontra en RUO database pa samme MALDI TOF system. MBT compass reference
library RUO (2023) inneholder 4320 arter i sitt bibliotek. Til sammenligning inneholder MBT
compass reference library IVD (2023) 4239 arter. Det er klart at man mister noen arter, men
det er uklart om dette har betydning i det kliniske laboratoriet. En sammenligning mellom
identifikasjon av mykobakterier vha SARAMIS 4.12 (RUO) databasen og VITEK MS IVD 3.0
viste at VITEK MS IVD 3.0 databasen identifiserte mykobakterier mer korrekt enn SARAMIS
4.12. Dette var et forventet resultat da oppbygging og innhold av referansespektre i de to
databasene er helt forskjellig. Ved a ta i bruk IVD godkjente databaser vil man kunne fa
standardiserte, laste systemer der man er helt avhengig av leverandgrens oppdateringer av
databasene. Sdledes mister man muligheten til & benytte egenproduserte referansespektre
og andre dpne databaser, som ofte gj@r identifikasjonene av bakteriene bedre.
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02 Kvalitetskontroll av Maldi-TOF MS metoden

Kvalitetskontroll av massespektrometri

Forfatter: Torbjgrn Bruvold, Mikrobiologisk Avdeling, Haukeland Universitetssjukehus.
torbjorn.sele.bruvold@helse-bergen.no

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 — RUTINER FOR DAGLIG OG PERIODISK KVALITETSKONTROLL

Ved bruk av RUO-modus ma man opprette internkontroll med kjent stamme (i) ved hvert
oppsett, eller (ii) ved bytte av reagenser og plater. Rutiner rundt kvalitetskontroll bgr fglge
preveflyten nar det gjelder antall repetisjoner av oppsett, dyrkingsmedier og alder pa kultur.
Ved bruk av automatisert oppsett benytt (i) daglig kontroll og (ii) kontroll ved skifte av
reagenser. Benytt leverandgrs egen kontroll til kalibrering av instrument ukentlig. Ved bruk av
IVD-metode fglges leverandgrens godkjente IVD-arbeidsflyt.

Periodisk kontroll gjgres med et utvidet panel som dekker et utvalg relevante mikrober. Denne
kontrollen danner ogsa datagrunnlaget som skal benyttes ved oppdatering av database
og/eller andre softwareendringer.

Laboratorier bgr delta i et eksternt kvalitetsprogram for identifikasjon av mikrober.
ANBEFALING 2 - BRUK AV TARGET PLATES OG NEGATIV KONTROLL

Engangsplater og flerbruksplater kan brukes.

Negativ kontroll ma benyttes pa flerbruksplater, som kontroll pa platevask. Fglg
leverandgrens anvisning for nar plater bgr erstattes.

ANBEFALING 3 — KONTROLLRUTINER VED ENDRINGER | DATABASE

Folg arlige oppdateringer fra leverandgrer, erfaringsmessig blir det tilbudt installert ved
periodisk vedlikehold fra leverandgren (PM). Ved nye mikrober og endringer av mikrobenavn
ber disse kontrolleres mot en valgt referansekilde (f.eks. https://lpsn.dsmz.de/) og det bgr
gjeres en vurdering av om de skal endres eller ikke.

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Av IVDR fglger et krav om at leverandgr dikterer de faste rutinene ved hvert oppsett. Dette inkluderer daglig kontroll
av reagenser og plater.

For det enkelte laboratorium er det generelt vanskelig & etterprgve kvaliteten pa nye/endrede spektre, da man
nesten aldri har tilgang pa referansemikrober for kontrollering av endingene, og man er prisgitt at leverandgren

faktisk har riktige spektre.

PROBLEMOMRADE 1

MALDI-TOF er et instrument der ulike faktorer kan gi darligere score og/eller konsistens. Som
sluttbrukere er det begrenset hvor mye/hvordan man kan justere pa instrumentene for a
opprettholde det best mulig resultat av pr@gvesvar. Dette er blant annet plassering av topper,
justering av baseline, justering av laser og detektorstyrke. En studie viste at instrumenter som
ikke har regelmessig vedlikehold fra leverandgr eller lengre tid fra kalibrering kan levere
darligere resultater (1). Erfaringsmessig ser man ogsa at dette gjelder for eldre instrumenter,
eller instrumenter som naermer seg service.

Det er fra leverandgr definert faste «cut-offs» pa verdier som gir et godt nok svar, disse gjelder
alle mikrober og det kan derfor veere ngdvendig & etablere kvalitetskontroller som er
strengere enn dette. En studie viste at Enterococcus faecium ATCC8459 som gar inn med en
score pa 2.0 pa Bruker MALDI-TOF kan vaere et tegn pa at maskinen er darlig kalibrert. Dette
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er > 3 standardavvik fra normalen 2.43+0.08 (2). Brukers Bacterial Standard Solution (BTS)
krever flere parameter enn bare Score-verdi for & godkjenne kvalitetskontrollen. BTS-
kontrollen sjekker at topper er funnet, bredde pa topp, skuddintensitet og hgyde pa”
baseline” (se fig under).

Quality check at position H10

Identified as Escherichia coli with a log(score) of 2,21
7 checks passed. 1 checks failed.

1 peak check failure(s) are allowed.

4 of 8 spectra must be successful.

L
mz=3637.8 Range: [3634.2 to 3641.4] found 3639.0 (peak required)
mz=4365.3 Range: [4360.9 to 4369.7] found 4363.6 (peak not required)
mz=5096.8 Range: [5091.7 to 5101.9] found 5097.2 (peak required)
mz=5381.4 Range: [5376.0 to 5386.8] found 5382.2 (peak required)
mz=6255.4 Range: [6249.  to 6261.7] found 6256.2 (peak required)
mz=T274.5 Range: [7267.2 to 7281.8] found 72748 (peak required)
mz=10300.1 Range: [10289.8 to 10310.4] found 10298.1 (peak required)
nz=13623.2 Range: [13669.5 to 13696.9] found 13682.0 (peak required)
mz=16952.3 Range: [16935.3 to 16969.3] found 16958.3 (peak required)

Highest per shot intensity: 112.8 is lower than: 200.0: OK!
« [Baseline intensity 0.0 is low enough.
2. Spectrum (Calibration peak at 4363.6 has wicth below 12.0 (10.5): OK!
. [Calibration peak at 5097.2 has wicith below 11.0 (10.4): OK!
0 absolute heighiCalibration peak at 5382.2 has width below 11.0 (10.7): OK!
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BTS QC pd Bruker Sirius, funn av topper, maling av baseline, peak width og skuddintensitet

Det finnes ulike forslag til hvordan en kit-uavhengig kvalitetskontroll kan utfgres pa MALDI-
TOF. Croxatto et al. har utviklet et internt program der man ukentlig analyserer to ATCC-
stammer der man ser pa antallet av et definert sett med topper som pavises med intensitet
over 200. Det er imidlertid ikke angitt noen aksjonsgrense for hvor stort avvik man kan tillate,
eller hvordan en eventuell trend skal fglges (3). Sogawa et al. har gjennom et eksternt
kvalitetskontrollprogram vist en alternativ metode der man kan fglge score for en bestemt
kvalitetskontrollstamme og sette aksjonsgrenser pa * 2 og 3 standardavvik fra giennomsnittet
(4). Et eksempel pa bruk av dette systemet fra Haukeland Universitetssjukehus (HUS), der det
settes opp en daglig kontroll med Enterococcus faecalis ATCC29212, er vist i figuren under.
Rutiner for kvalitetskontroll bgr fglge prgveflyten nar det gjelder antall repetisjoner av
oppsett, dyrkingsmedier og alder pa kultur.
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Intern kvalitetskontroll pG IdentiFA, E. faecalis ATCC 29212 i perioden 19.02.24-19.04.24 mot +/-25D og +/- 3SD

Manuelt oppsett av MALDI-TOF utfgres normalt av den eller de personene som leser av
bakteriologiske prgver, og dette gjgr at ulike personer kan sette opp prosjekter til MALDI-TOF
i Igpet av en arbeidsdag. Dersom flere matrikslgsninger og plater er i bruk samtidig er det er
enklere a ha med kontroll pa hvert oppsett enn a kontrollere alle reagenser i bruk hver for seg.
| tillegg fungerer kontrollen ogsa som en kontroll pa at brukeren har lagt pa riktig
spot/innscanning av platen pa instrumentet.

Pa laboratorier der oppsettene er fordelt til en arbeidsstasjon og en person har ansvaret for
alt som settes opp kan det veere mer hensiktsmessig med kontroll nar ny matrix eller ny plate
tas i bruk.

Til utvidet periodisk kontroll velges relevante mikrober med ulike typer cellevegg (4).
Haukeland US har valgt a bruke Staphylococcus aureus ATCC29213, Eschericia coli ATCC25922,
Haemophilus influenzae ATCC49766 og Salmonella typhimurium ATCC14028. Disse stammene
kan ogsa brukes ved validering av ny database og ved programvareendringer. Det er krav til
akkrediterte laboratorier om a delta i et eksternt kvalitetskontrollprogram, som UK-NEQAS
eller tilsvarene. Laboratorier som ikke er akkrediterte, bgr likevel vurdere a delta i et slikt
program.

PROBLEMOMRADE 2

To ulike studier fant ingen signifikante kvalitetsforskjeller mellom ulike plater (5,6). Bruker har
godkjent bade engangsplater og stalplater til IVD-bruk. Biomerieux selger bare engangsplater.
Flerbruksplater har en coating pa toppen og en ser at plater blir slitt og far riper etter en tids
bruk. Det er da mer krevende a rengjgre dem, og i tillegg kan det oppstd problemer ved at
reagenser flyter utover. Negativ kontroll kan vaere hensiktsmessig (2,8), og denne bgr ikke
veere pa samme lokasjon pa alle oppsett. Ved stgrre riper i plater der materiale kan samle
seg, eller ved gdeleggelse av overflatespenning pa platene bgr platene erstattes.

PROBLEMOMRADE 3

https://lpsn.dsmz.de/ kan brukes som referanse for navngiving pa bakterier og
https://www.mycobank.org/ eller https://www.indexfungorum.org/ for sopp. Bruker kan
noen ganger vaere raskt ute med navneendringer som ikke er offisielle enda. Ved oppdatering
av database, sender leverandgr ut endringer som gjennomgas og vurderes. *Et eksempel fra
siste oppdatering er Staphylococcus lentus som ble endret til Mammalicoccus lentus som enn

59


https://lpsn.dsmz.de/
https://www.mycobank.org/
https://www.indexfungorum.org/

Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

sa lenge star som «Taxonomic status: synonymy. (7) Ved besvaring av stammer med nye navn
der gamle navn er godt innarbeidet bgr endringer beskrives ved svarrapportering, f. eks
Winkia neuii (tidlligere Actinomyces neuii).
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03 Sammendrag: Klinisk svarrapportering

Kvalitetssikring og harmonisering av svarrapportering av bakterie- og

sopp-identifikasjon ved Maldi-TOF MS

Forfatter: Jgrgen Vildershgj Bjgrnholt
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJION KONTROVERSIELLE)

Det er tatt utgangspunkt i at enkeltlaboratorier selv ma ha godt innsyn i styrker og svakheter ved en sentral
aktivitet som identifisering av bakterier og sopp.

ANBEFALING 1 — ARLIG OPPDATERINGER BIBLIOTEK OG LITTERATURGJENNOMGANG
e Den enkelte avdeling bar utarbeide prosedyre for arlig oppdatering av bibliotek
hvor systematisk oversikt over endringer inngar.
e Prosedyren skal sikre at relevant laboratoriepersonale gjares kjent med
prestasjon (matching hints) og omfang, taksonomiske endringer (fra
nomenklatursparsmal til klassifisering), minst én gang i aret.
e Endringene skal avspeiles i LIMS-funksjonalitet (mapping/dokumentasjon) og
testing av elektronisk overfgring av resultater bgr innga i prosedyren.
o Listen (oversikt) kan ev. utarbeides med innspill fra referanselaboratorier,
kompetansetjenester og overvakingsfunksjoner om endringer har konsekvens for
disse.
o Planlegg regelmessige gjennomganger av litteraturen. Sgk med jevne
mellomrom i en eller flere databaser etter relevante taksonomiske endringer av
klinisk relevante arter. Trolig bar alle avdelinger gjere dette - ikke bare
laboratorier med referansefunksjoner og kompetansetjenester. Sgk vil vaere
seerlig nyttig i tilknytning til biblioteksoppdateringer ettersom bade endringer ev
fravaer av endringer ved oppdateringene ikke alltid godt begrunnet i ulike
fagmiljger som benytter Maldi-TOF MS i identifikasjonsarbeid..
e Taksonomiske endringer kan prioriteres om antallet kliniske stammer
rapportert i publikasjoner er 5 eller flere og noen isolater er fra sterile steder
(f.eks. blod, cerebrospinalvaeske eller synovialvaeske) eller anerkjente
sykdomssyndromer (f.eks. cystisk fibrose).

ANBEFALING 2 - IMPLEMENTERING AV TAKSONOMISKE ENDRINGER
e Innarbeid tidsriktige endringer i «klinisk praksis» pa en hensiktsmessig mate
(se anbefaling 3).
e Hver enkelt institusjon ma avgjgre nar taksonomiske endringer skal
innarbeides i diagnostiske testoppsett, arbeidsflyt og rapportering.
o Taksonomiske endringer i sjeldent forekommende agens kan formidles ved
funn og ikke som del av arlig informasjon til klinikere («information overload»). For
eksempel kan en ny art beskrevet og basert pa kun type-stammen veere viktig a
adoptere hvis 5 til 10 uavhengige studier som dokumenterer infeksjon blir
publisert innen 1 til 2 ar etter forslaget.

ANBEFALING 3 — TIDSRAMMER OG VALIDERING AV ENDRINGER
o |kke innarbeid foreslatte taksonomiske endringer i laboratoriet tidligere enn 1
ar etter publiseringsdatoen. Forslag om nye arter ma vaere validert dersom de er
publisert utenfor IISEM. Artsforslag kan ogsa veere ugyldige eller et subjektivt
synonym for en tidligere publisert art.
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o For klassifisering er det viktig & huske at det ikke finnes regler som for
bakterienomenklatur. Aksept er basert pa bruk av det vitenskapelige miljget, som
er avhengig av dataene som presenteres for den foreslatte
klassifiseringsendringen.

o Klassifiseringsendringer foreslatt for vanlige eller viktige
infeksjonssykdomsgrupper bgr overvakes ngye jamfgr anbefaling 2.

ANBEFALING 4 - BRUK AV NY NOMENKLATUR OG DOKUMENTASJON
e Legg til rette for overgang til det nye navn. | en periode pa 1 til 2 ar, avhengig
av hvor ofte organismen isoleres, bar det tidligere navnet rapporteres i parentes
sammen med det nye navnet, f.eks. Grimontia (Vibrio) hollisae eller Vibrio hollisae
med kommentar «Nytt foreslatt navn Grimontia hollisae».
e Bruk av «<kompleks»-betegnelsen begr veere koordinert med referanse- og
overvakingsfunksjoner, samt kvalitetssikret mot MALDI-TOF databaser.
o Ved gkt opplgsning og differensiering innad i komplekser bgr «eksakt»
MALDI-TOF ID registreres i LIMS selv om en svarer ut et kompleks, slik at LIMS-
statistikk pa sikt er mulig.

ANBEFALING 5 - KOMMUNIKASJON MED KLINISK PERSONALE
e Informer klinisk personale om endringer i rapportering. Prosedyre for
biblioteksoppdateringer og endret nomenklatur/ klassifikasjon bar inneholde en
plan for a varsle leger, sykepleiere og annet medisinsk personale om forestaende
taksonomiske endringer i rapportering. Et nyhetsbrev (intranett og
laboratoriehandbok), hvor betydningen av disse endringene kort angis, sammen
med en referanse. Nyhetsbrevet og varslingene bgr ga ut i forkant av den faktiske
innfgringen av nye taksonomiske endringer/oppdateringer.

BAKGRUNN OG AVGRENSNING

All bakterie ID, inkl. ID med Maldi-TOF skal veere kvalitetssikret i henhold til det enkelte laboratoriums
akkrediteringsstatus/standard og dokumentert i lokalt kvalitetssystem. Krav til kontroller/oppsett av
standarder er til dels produsentavhengig og omtales annet sted og forutsettes prosedyrestyrt — jamfgr
akkrediteringsstatus. IVDR/ RUO status av metode/biblioteker er heller ikke bergrt her (se annet innlegg) og
forutsettes prosedyrestyrt av det enkelte laboratorium.

Identifikasjon av bakterier med MALDI-TOF MS er siden introduksjonen i 2007/8 blitt den vesentligste
identifikasjonsmetode fra kultur i kliniske mikrobiologiske laboratorier. Det er tallrike publikasjoner som har
validert metoden vs. tradisjonell og genotypisk ID (1). Metoden stiller «krav» til (i) kvaliteten pa
prévepreparering/oppsett, (ii) vurdering av identifikasjon gitt/som funksjon av referansedatabase (spektre)
inkludert tolkning av neert «beslektede» spektre, (iii) entydig svar til kliniker som ivaretar klinisk relevans av
identifikasjonen gitt stor opplgselighet av MALDI-TOF MS og (iv) utvikling/endringer av taksonomisk
nomenklatur og klassifikasjon. Dette innlegg tar primaert for seg utfordringer og ngdvendige prosedyrer knyttet
til punktene (ii), (iii) og (iv), mens krav til kvalitet (i) er omtalt i annet sammendrag.

Det er ikke foretatt et systematisk litteraturspk, temaet er belyst ut fra eget laboratorium sine erfaringer
(Bruker Daltronics instrument), malrettede sgk i PubMed og Google scholar samt «snowballing».

DIAGNOSTISKE MALDI-TOF MS DATABASER

Kliniske mikrobiologiske laboratorier i Norge bruker i all hovedsak instrumenter fra to produsenter, bioMérieux
(Frankrike) og Bruker (Tyskland), sistnevnte har betydelig dominans. Begge instrumenter har programmer,

hhv. SARAMIS (bioMérieux) og MBT Compass (Bruker), som sammenligner produsert masse-spektrum med
spektre i en referansedatabase og angir utfra en algoritme en sannsynlig identifikasjon. Det er imidlertid en
rekke begrensninger som ma handteres pa en kvalitetssikret mate av det utfgrende laboratorium.

Kvalitet og omfang av referanse databaser(biblioteker)
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De nyeste biblioteker inneholder flere tusen species (f.eks. 4320 species, 12438 MSP (main
spectre/referansesespektre) i MBT Compass bibliotek 2023) og dekker de aller fleste medisinsk relevante
species (sopp omtalt annet sted). Likevel vil en kunne mgte tilfeller hvor spekteret til et medisinsk relevant
isolat ikke kan identifiseres, og andre metoder ma tas i bruk. Dette gjelder f.eks. en rekke species:
Streptococcus pneumoniae, Aeromona spp m.fl. En del species har ogsa féd MSP’er og derfor ma en fortsatt
utvikling i omfang og kvalitet forventes. Dette markedsfgres - ikke overraskende - som et viktig element av
produsentene. Manglende eller utilfredsstillende identifikasjon av et klinisk isolat ma derfor medfgre annen ID-
tilneerming vurdert ut fra viktighet av funnet (tradisjonelle metoder ev. HGS ved behov). Ved oppdateringer kan
bedre ID medfgre utfordringer ved rapportering. Eksempelvis angir Bruker i versjon 13 & kunne skjelne innad i
Enterobacter cloacae komplekset. A rapportere kun Enterobacter cloacae eller Enterobacter cloacae -
komplekset sammenliknet med & rapportere Enterobacter hormaechei er da ikke likeverdig, og rapportering
som «complex» kan medfgre at verdifull informasjon med tanke pa fremtidig epidemiologi mistes. En Igsning
kan vaere & sikre at «eksakt» ID er dokumentert og tilgjengelig i LIMS.

Oppdateringer av biblioteker (tillegg og fjerning av spektre, rettelser, mm)

Som nevnt pagar stadig utvikling av referansespekterbiblioteker, og som konsekvens av at denne teknologi
ogsa brukes av veterinarer, fademiddel- og miljg-mikrobiologer m.fl. vil en del mikrober ha liten klinisk
relevans. Det publiseres jevnlig oppdateringer hvor nye spektre fra nye species tilfgyes, spektre av bedre
kvalitet for allerede inkluderte species tilfgyes og andre fjernes pga. darlig kvalitet eller usikkert opphav. MBT
Compass biblioteket har f.eks. vokst fra 2748 species (7854 MSP) i 2019 til dagens 4320 species (12438 MSP). |
tillegg oppdateres databasene i henhold til ny/endret taksonomi (nomenklatur og klassifikasjon) (se senere).

Neert beslektede spektre (Matching hints (Bruker))

Identifikasjonsalgoritmene i SARAMIS og MBT Compass er generelt velfungerende og gir oftest adekvat
identifikasjon (av bakterier). Dette er imidlertid ikke uten unntak og den enkelte bruker (laboratorium) bgr ha
god kunnskap til begrensninger. Begge systemer publiserer derfor kommentarer til prestasjon av identifikasjon,
ogsa ved biblioteksoppdateringer (Release notes (Bruker)) og alle brukere ma ha kjennskap til disse. Slike
kommentarer (matching hints) er relativt omfattende (130 sider MBT Compass Library 2023) og det er verdt &
merke seg at disse begrensninger legger overordnede fgringer for (i) evne til identifikasjon og (ii) hva som kan
svares ut til kliniker.

TAKSONOMI — NOMENKLATUR NYE TAXA (SPECIES) OG ENDRET KLASSIFIKASJON

Fra 1970-tallet revolusjonerte DNA-DNA hybridisering (DDH) kliniske mikrobiologers oppfattelse av hva som var
et “species” og ble anvendt til 3 kartlegge det mest basale taksonomiske niva. Disse taxa hadde tidligere vaert
definert av et begrenset utvalg av fenotypiske prokaryote kjennetegn og teknikker som morfologiske- og kultur
karakteristika, biokjemiske egenskaper, numeriske taxonomiske studier og molekylaert G+C prosentandel
(«polyphasic taxonomy») (2). DDH er imidlertid metodologisk krevende og ble foretatt pa spesial laboratorier. |
nyere tid har 16S rDNA og rpoB sekvensering, og siden WGS blitt introdusert som «allemannseie» og antall nye
taxa som meldes har vokst eksponentielt. En vesentlig utfordring for den kliniske mikrobiolog i dag er imidlertid
at disse ofte baserer seg pa en «type strain» og sjeldent innehar informasjon om klinisk betydning. Av alle nye
taxa som meldes i dag har trolig betydelig mindre enn 10 % klinisk relevans (3).

Mens taksonomisk nomenklatur er strengt regulert (4) er klassifikasjon («the orderly arrangement of
phylogenetic groups or clades based upon genetic characterization of genes or genomes») ikke tilsvarende
regulert, - og den er ikke statisk. Den kan endre seg nar bedre evidens for mer korrekt fylogenetiske plassering
av stammer foreligger, eller nar species eller genera blir tilgjengelig. Klassifikasjonen baserer seg pa dagens
kunnskap og vil derfor vaere i endring — og akseptert klassifikasjon er videre definert ut fra hva som er publisert,
generelt anvendt og akseptert i den vitenskapelige litteratur — en litteratur som gjerne ikke er tett knyttet opp
mot den kliniske virkelighet.

Roses are red
| think, “What the hella?”
Enterobacter aerogenes
Is now Klebsiella
«Unknown author»
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For den kliniske mikrobiolog er det imidlertid viktig a vaere oppdatert pa endringer i nomenklatur/ klassifikasjon
da merkelappen vi setter pa agens til en infeksjon (genus og species) er viktig for entydig kommunikasjon med
leger og andre om aktuelle sykdomsbilde, prognose, behandling, utbrudds-handtering og “nye” syndromer.
Utfordringene som den moderne taksonomi skaper for den kliniske mikrobiolog er ikke ny. Det er dessverre
ikke lengre tidsskrifter som adresserer dette systematisk, men det er tidligere av en
konsensus/diskusjonsgruppe publisert tiltak som det enkelte laboratorium kan fglge for & bgte pa dette i
Infectious Diseases (5). En senere oppdatering er gjort av Janda JM (6). Gruppen og Janda-oppdateringen
foreslar en rekke tiltak/punkter/retningslinjer for hvordan det klinisk mikrobiologiske laboratorium skal
handtere denne utfordringen. Denne anbefaling er ikke blitt mindre relevant og kan inkludere bruk av MALDI-
TOF ID. Punktene er presentert tabellarisk i Tabell 1, hvor kommentarer rettet mot norske forhold og hensynet
til MALDI-TOF ID er fgyd til.

Tabell 1. Tilpasset etter Janda JM (6)
Fra publikasjon (Janda et al.) Norsk tilpassing/MALDI-TOF ID

Create an annual list. Develop a system to familiarize the laboratory
with proposed taxonomic changes from nomenclature issues to

classification on at least an annual basis. This can include published Interne prosedyrer ma sikre dette i hvert
updates, literature searches, journal reviews, and other resources. For |enkelt laboratorium. Listen kan ev.

1 newly proposed species, if the number of clinical strains reported in  |utarbeides med hjelp fra referanse
the publication is 5 or more and some isolates are from sterile sites laboratorier, kompetansetjenester og

(e.g., blood, cerebrospinal fluid, or synovial fluid) or recognized disease [overvakingsfunksjoner.
syndromes (e.g., cystic fibrosis), make these proposed taxonomic
changes a higher priority on the list for possible adoption.

Schedule regular reviews of the literature. Periodically, search one or
more databases, such as PubMed, for subsequent reports on proposed |Prosedyrestyres — Dette koples mot
taxonomic changes based upon published case reports, case-control |bibliotekoppdateringer og

studies, outbreaks, clinical series, or weekly epidemiologic trends from [EUCAST/NordicAST publiseringer av
Morbidity and Mortality Weekly Report brytningspunkttabeller etc.
(https://www.cdc.gov/mmwr/index.html).

[Appropriately incorporate timely changes into clinical practice.

At each institution, determine when taxonomic changes should be
incorporated into the diagnostic testing scheme, work flow, and

3 reporting. For instance, a new species described and based upon only
the type strain might be important to adopt if 5 to 10 independent
studies documenting infection are published within 1 to 2 years of the
proposal.

Do not incorporate proposed taxonomic changes in the laboratory
sooner than 1 year after the date of publication. Remember that new

(OBS merk prioritering mtp MALDI-TOF
biblioteker trenger ikke ikke-relevante taxa
innarbeides. OBS rapportering til kliniker,
koordinering overvaking etc.

species proposals must be validated if published outside of IJSEM. Hvordan koordinere/time endringer, szrlig

Species proposals may also be invalid or a subjective synonym of a innen klassifikasjon?

previously published nomenspecies. For classification, it is important to|Referanse funksjoner, EUCAST/NordicAST,
4 remember that there are no rules as there are for bacterial andre involveres?

nomenclature. Acceptance is based upon usage by the scientific OBS dashboards; NORM/NORM-VET og

community, which is dependent upon the data presented for the MSIS, brytningspunkttabeller EUCAST.

proposed classification change. Classification changes proposed for Biblioteksoppdateringer.
common or important infectious disease groups should be monitored

closely.
Allow for transition to the new name. For a period of 1 to 2 years, Legg ev. til kommentar i svar i samme
5 depending upon the frequency of the organism’s isolation, the periode om ngdvendig. Er det mulighet for
previous name should be reported in parentheses along with the new |dette i LIMS? Ev. tilpass. OBS begrepsbruk
name, e.g., Grimontia (Vibrio) hollisae. (candidemier, aktinomykose).
Educate the clinical staff on changes to reporting. The laboratory
needs to develop a plan to alert physicians, nurses, and allied medical [Effekten av nyhetsbrev er avhengig av at de
staff regarding impending taxonomic changes in regard to reports. A |blir lest — muntlig formidling i konkrete fora
6 newsletter is a good idea, with the significance of these er sveert viktig.

changes briefly indicated, along with a citation. The newsletter and Internundervisning ogsa ngdvendig.
notifications should immediately precede the actual adoption of new [Klinikere gnsker enkle svar (konservative).
taxonomic changes.
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HVA MED KLINIKEREN — HAR HEN NYTTE AV MODERNE MIKROBIOLOGISK TAKSONOMI OG
MALDI-TOF ID?

Den kliniske mikrobiolog har behov for a fglge ny taksonomi, det er viktig for entydig kommunikasjon med
andre kolleger i inn- og utland samt for forstaelsen av og bidrag til vitenskapelig litteratur (epidemiologi, id-
assosiasjon til spesifikke sykdomsbilder, avdekke kryptiske foci). Likeledes oppfatter de fleste mikrobiologer det
vel ogsa som en del av faglig kredibilitet & veere oppdatert pa dette felt. Dette synes umiddelbart ogsa a ha klar
nytteverdi for kliniker. Kliniske leger og andre ma derfor (ogsa) oppdateres (av bl.a. det mikrobiologiske
laboratorium) om aktuelle endringer, slik at entydig kommunikasjon om sykdomsbilde, prognose, behandling,
utbrudds-handtering og “nye” syndromer sikres og formidles korrekt. Dette forutsetter at de aktuelle
endringer, szrlig innen klassifikasjon er blitt akseptert av det vitenskapelige/faglige miljg — dette avklares som
foreslatt av (6) gjerne i Igpet av 1-2 ar, men varierer, saledes synes endret klassifikasjon av f.eks. Klebsiella spp.
og endringer i nomenklaturen av gjaersopp a ta noe lengre tid, jamfgr pagaende diskusjon om f.eks. Klebsiella
(7) og gjaersopp (8) innen det klinisk mikrobiologiske miljg. Det er heller ikke sikkert at slik ny kunnskap kan
spres raskt, og det er erfart at det kan ta lengre tid fgr ny kunnskap omsettes i klinisk praksis (9).
Erfaringsmessig synes det ogsa som om mikrobiologer er mer interessert i dette enn klinikere. Til tross for felles
gnske om best mulig behandling av pasientene, er det et generelt gnske fra klinikere at mikrobiologiske svar
skal vaere enkle, lett forstaelige og uten lange kommentarer. Nar ny nomenklatur/klassifikasjon skal tas i bruk
er det viktig at dette koordineres og samstemmer med etablert infeksjons- og resistensovervaking. Dette
gjelder seerlig reklassifisering innen sentrale agens nar det far konsekvenser for forstaelsen av epidemiologi
over tid og ved presentasjon av dashboards - jamfgr f.eks. NORM/NORM-VET rapporter og lokal overvaking av
antimikrobiell resistens og internasjonal (europeisk) overvaking (EARS nett m.fl.). Det er viktig at disse er
konsistente over tid, og dersom det er hensiktsmessig a ta inn ny kunnskap innen identifikasjon i
overvakningssystemene, bgr det poengteres i slike rapporter.

PRAKTISK HANDTERING AV ENDRET TAKSONOMI/KLASSIFIKASJON

En harmonisering mellom landets laboratorier rundt hvordan og nar man tar i bruk endret taksonomi og
klassifikasjon kunne vaere gnskelig, og det er et gjennomgaende gnske hos norske laboratorier (ref.
spgrreskjema Strategimgte bakteriologi 2024).

Det er uklart hvem som skulle ha ansvar for dette i Norge, og det er uansett flere hensyn a ta: (i) Dette
omfatter ikke bare taksonomi (nomenklatur/klassifisering), men ogsa ma reflektere endringer/svakheter i
MALDI-TOF ID. (ii) En kunne tenke seg at allerede eksisterende referansefunksjoner og relevante
kompetansetjenester er representert med deres respektive mikrober, koordinert med tilsvarende Europeiske
organisasjoner, sarlig for taksonomi. For mikrober som omfattes av bl.a. nasjonal og europeisk overvaking er
det seerlig viktig a ta vare pa epidemiologiske hensyn (eks resistensepidemiologi) som nevnt over. Det er derfor
naturlig at MSIS (FHI) og NORM/NORM-VET bgr vaere inkludert/representert i et slikt arbeid. (iii) Likevel bgr
mikrobiologisk diagnostisk aktivitet tettere pa pasienter og (iv) klinikere vaere sterkt representert, slik at en stor
del av ansvaret bgr henlegges til diagnostiske laboratorier og kompetansen der. Koordinering og organisering
er altsa ikke apenbar, men det synes opplagt at det klinisk mikrobiologiske miljg ma ta og ha et stgrre ansvar i
dette.

Uansett organisering, synes det relevant a fglge rad angitt i tabell 1 i det enkelte mikrobiologiske laboratorium
— disse rad synes a vaere hensiktsmessige for referansefunksjoner og kompetansetjenester..

| tabell 2 er det angitt en rekke eksempler med forslag til hvordan oppdateringen av MALDI-TOF Compass
bibliotek kan handteres (renaming, matching hints) i lokal prosedyre. Det er viktig at slike rutiner er
prosedyrestyrt og godt kjent i det enkelte laboratorium. For Bruker oppdateres bibliotekene gjerne en gang i
aret/arlig, slik at dette vil vaere en tilbakevendende gvelse og enkelt vil kunne innga i tiltak skissert i Tabell 1.
Eksemplene er ment & illustrere utfordringer knyttet til bruk av species komplekser med eller uten kommentar,
manglende evne til a skjelne mellom species, endret klassifikasjon med mere. Eksemplene i Tabell 2 dekker ikke
alle problemstillinger.

Tabell 2 Utdrag fra lokal prosedyre (eksempler som illustrerer renaming, matching hints, m.m.)

Oversikt tolkning og besvarelse av bakerier ID med Maldi-Tof i henhold til consistency og matching hints
(metode begrensninger). | nedenstaende tabell er det kun anfgrt situasjoner hvor tiltak er ngdvendige. ID med
score > 2, consistency A og ingen matching hints kan besvares uten ytterligere tiltak. Merk unntak for spp.
men fa < 3 MSP’er.
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lAcinetobacter baumannii
|Acinetobacter calcoaceticus
lAcinetobacter lactucae
|lAcinetobacter nosocomialis
\lAcinetobacter pittii
lAcinetobacter seifertii

IAcinetobacter baumannii complex om
en ikke far log-score > 2 og
consistency A etter ekstraksjon.
\Vurder HGS om viktig klinisk isolat
(utbrudd).

Tilfay kommentar: «Tilhgrer
IAcinetobacter baumanii komplekset»
om det svares ut pa spesies niva.

Member of the Acinetobacter

baumannii complex. Extraction
must be performed to permit
reliable species identification

Actinotignum sanguinis
Actinotignum schaalii (Synonym of
Actinobaculum schaalii).

Actinotignum schaalii Fast
kommentar: Masse-spektrometrisk
identifikasjon kan en ikke skjelne
imellom A sanguinis og A schaalii ??

Species sanguinis / schaalii of
the genus Actinotignum have
very similar patterns: Therefore,
distinguishing their species is
difficult.

Synonym of Actinobaculum
schaalii. Species sanguinis /
schaalii of the genus
IActinotignum have very similar
patterns: Therefore,
distinguishing their species is
difficult.

Is a member of Citrobacter
freundii complex. Species

Citrobacter freundii braakii / freundii / gillenii /
Citrobacter braakii Citrobacter freundii complex murliniae / rodentium / sedlakii /
Citrobacter gillenii werkmannii / youngae of the
Citrobacter murliniae OBS C Sedlakii og C gillenii har ikke |genus Citrobacter have very
Citrobacter rodentium kromosomal AmpC? similar patterns: Therefore,
Citrobacter sedlakii distinguishing their species is
Citrobacter youngae difficult.

Enterbacter asburiae

Enterobacter bugandensis
Enterobacter cancerogenus
Enterobacter cloacae
Enterobacter hormaechei
Enterobacter kobei
Enterobacter ludwigii
Enterobacter roggenkampii

Svar ut enkelt spp med score > 2 og
consistenscy A med kommentar
«Tilhgrer Enterobacter cloacae
komplekset» ellers Enterobacter
cloacae kompleks

Member of Enterobacter
cloacae complex

Klebsiella pneumoniae closely related
to Klebsiella variicola

Klebsiella variicola closely related to
Klebsiella pneumoniae

Svar som Klebsiella pneumoniae med
kommentar «Masse-spektrometrisk
identifikasjon kan ikke skjelne mellom
Klebsiella pneumoniae og Klebsiella
variicola» eller

Klebsiella pneumoniae spp.
kompleks.

7 phylogrupper i Klebsiella
lpneumoniae spp komplekset.
Biblioteket inneholder kun de to
nevnte spp. ....

Raoultella ornithinolytica
Raoultella planticola
Raoultella terrigena

Biblioteket har ikke fatt med seg
reklassifisering som Klebsiella

OBS OXY betalaktamase

Svar ut med kommentar
«Massespektrometrisk identifikasjon
kan ikke skjelne mellom Klebsiella
oxytoca, Raoultella ornithinolytica,
Raoultella planticola og Raoultella
terrigena.»

Klebsiella oxytoca and species
ornithinolytica / planticola /
terrigena of the genus
Raoultella have very similar
patterns: Therefore,
distinguishing their species is
difficult.

Staphylococcus argenteus /
schweitzeri

Kommentar: Tilharer Staphylococcus
aureus assosiert kompleks.
OBS S. schweitzeri har ukjent klinisk
patogenisitetspotesiale (10)

'The species Staphylococcus
argenteus and Staphylococcus
schweitzeri form parts of a
"Staphylococcus aureus-related
complex" and show similar
virulence potential compared to
Staphylococcus aureus
'Therefore, they should be
further evaluated.

Winkia neuii synonym of Actinomyces
neuii

Svares ut som Actinomyces neuii med

kommetar « Ny nomenklatur Winkia
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Winkia neuii ssp anitrata synonym of  [neuii» ev. Winkia (Actinomyces)
Actinomyces neuii ssp anitratus neuil,

Winkia neuii ssp neuii synonym of
IActinomyces neuii ssp neuii

Tabellen viser eksempler pa flere aspekter en ma forholde seg til; a) MALDI-TOF kan skjelne innad Acinetobacter baumanii
komplekset. Komplekset er kjent blant klinikere, men medlemmer er ikke like godt kjent. Nar det er mulig kan en svare ut
Acinetobacter baumanii komplekset eller identifisert spesies med kommentar om at de tilhgrer komplekset eller bare
identifisert spesies. Om en svarer ut Acinetobacter baumanii komplekset alene bgr «eksakt» dokumentasjon legges i LIMS
for ev. senere statistikk. b) MALDI-TOF klarer ikke a skjelne mellom Actinostignum schaali og sanguinis. Er dette klinisk
relevant (11) svare ut som Actinostignum schaali? Bgr legge til kommentar: MALDI-TOF kan ikke skjelne mellom
Actinostignum schaali og sanguinis? c¢) MALDI-TOF kan ikke skjelne innen Citrobacter freundii komplekset, men her har flere
spp. avvikende forventet resistensfenotype (fravaer av kromosomal ampC). Kan en svare ut Citrobacter freundii, Citrobacter
freundii komplekset eller ma en forsgke a skille ut C sedlakii og C gillenii (ornithin og maleonat)? d) Enterobacter cloacae er
kjent for mange klinikere. Enterobacter cloacae komplekset er nok mindre kjent, men forstaelse er relativt uproblematisk
for mange klinikere, men trolig ikke klart definert. Ved seneste oppdatering av Bruker biblioteket er det mulig a skjelne
mellom flere medlemmer i komplekset, skal en da svare ut disse spesies, ev. med kommentar om at de tilhgrer komplekset
eller skal en generelt svare ut som Enterobacter cloacae? Ved valg av sistnevnte bgr det veere mulig i LIMS systemet a
dokumentere «eksakt ID» for ev. senere statistikk. €) MALDI-TOF biblioteketversjon 13 klarer ikke a skjelne fylogruppene i
Klebsiella pneumoniae species komplekset da det kun er to av disse som er representert med spektre. Matching hints angir
riktig nok at det er vanskelig a skjelne K pneumoniae og K variicola. En kan svare ut K pneumoniae med eller uten
kommentar om at en ikke kan skjelne mellom K pneumoniae og K variicola ev. Klebsiella pneumoniae komplekset,
sistnevnte er noe uvant men forstaelig, men strengt tatt er de andre phylogrupper ikke representert i databasen. K.
variicola er mindre kjent. Konferer NORM/NORM-VET rapport 2023 (14) som i kommentar skriver hva som er innbefattet
under Klebsiella pneumoniae. f) Bruker har ikke fatt med seg at Raoultella er foreslatt reklassifisert som Klebsiella for a
sikre en monofyletisk fylogeni av Klebsiella (7), men matching hints angir at det er vanskelig a skjelne mellom Klebsiella
oxytoca, Raoultella ornithinolytica, Raoultella planticola og Raoultella terrigena. Kan eksempelvis svares ut som Klebsiella
(Raoultella) ornithinolytica eller som Raoultella ornithinolytica med kommentar om reklassifisering. Merk at alle spp. har
klasse A betalaktamase som kan inteferere med ESBL testing (OXY, ORN, PLA og TER). g) Staphylococcus argenteus bgr fa
kommentar om tilhgrighet og sykdomspotensiale. h) Bruker har adaptert Winkia neuii synonymet til Actinomyces neuii.
Reklassifiseringen bgr kommenteres, merk at begrepet Aktinomykose mister sin logiske konsistens. Det finnes flere slike
eksempler og Tabell 5 er ikke ment a gi en komplett oversikt.

For identifikasjon av sopp pagar en tilsvarende utvikling, selv om taksonomien er forskjellig og mer kompleks
(12, 13). Den hyppigste problemstilling for klinikere er trolig endringer innen gjeersopp-taksonomi hvor en
rekke Candida spp. ikke lengre er Candida spp slik at begreper «candidemi» mister sin logiske betydning. Det
pagar stadig en diskusjon innen mykologi-miljget om hvordan en skal handtere dette, men det synes a vaere
enighet om a beholde candidemi-begrepet (en stund enna) og introdusere nye navn som f.eks. Clavispora
(Candida) lusitaniae ev. gammelt navn med kommentar («Nomenklatur av gjaersopp er under revisjon, nytt
foreslatt navn: Clavispora lusitaniae») ev. begge deler (8, 13). | tabell 3 er det presentert en oversikt over
vanligste Candida spp., med foreslatt ny nomenklatur tatt i bruk av Bruker og forslag til rapportering til kliniker.
Merk at de Hoog et al (13) foreslar at disse forslag ma vurderes av en internasjonal tverfaglig kommité fgr en
lander en mere konkret anbefaling.

Tabell 3 Eksempler pa noen vanlige forekommende Candida spp. og forslag til besvarelse.

Candida glabrata Candida glabrata med kommentar*. -
Debaryomyces hansenii Candida famata med kommentar™. -
Meyerozyma guilliermondii Candida guilliermondii med kommentar®. -
Pichia cactophila Candida inconspicua. -
Kluyveromyces marxianus Candida kefyr med kommentar™. -
Pichia kudriavzevii Candida krusei med kommentar™. -
Pichia fermentans Candida lambica med kommentar*. -
Clavispora lusitaniae Candida lusitaniae med kommentar™. -
Wickerhamiella pararugosa Candida pararugosa med kommentar*. -
Cyberlindnera jadinii Candida utilis med kommentar™. -
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# Merk Bruker biblioteket bruker ikke foreslatt navn Nakaseomyces glabrata* Fast automatisert kommentar f.eks Candida
kefyr: «<Nomenklatur av gjeersopp er under revisjon, nytt foreslatt navn: Kluyveromyces marxianus». Merk for gvrig andre
krav til vurdering av log score for sopp — se andre innlegg.

Implementering av ev. endringer i taksonomi lokalt er ikke like frem — jamfgr ngdvendigheten av ovenstdende
punkter og tiltak nevnt i tabell 1. Endringer kan fa videre betydning enn umiddelbart antatt, for begrepsbruk
(candidemier, aktinomykose), dashboards (lokalt og nasjonalt (NORM, MSIS), LIMS funksjonalitet, tidslinje
overvaking, resistens rapportering inkl. overvaking mm. Denne utfordringen blir ikke mindre nar dette
kombineres med begrensninger i MALDI-TOF ID, konf. tidl. nevnte begrensninger (matching hints) og
kontinuerlig pagdende oppdatering av biblioteker. En enkel tilnaerming finnes trolig ikke og det synes ikke &
vaere hensiktsmessig her a legge sterke fgringer i detalj da slikt trolig bar skje i en form av konsensus, men en
rekke anbefalinger kan likevel gis.

PROBLEMOMRADE 1 -

MALDI-TOF ID er ikke en gullstandard. Begrensninger inklusive omfanget av hvilke species som er dekket og
«matching hints» ma vaere godt kjent av brukere.

PROBLEMOMRADE 2 -

Omfanget av oppdateringer og taksonomiske endringer kan vaere betydelige og arbeidskrevende.

PROBLEMOMRADE 3 -

Taksonomiske endringer inkludert i biblioteksoppdateringer kan ikke aksepteres uten videre, men ma
«valideres» lokalt av kompetente brukere.

PROBLEMOMRADE 4 -

Endringer i taksonomi, begrensninger i databaser referanse spektre og valg av rapporteringsformat til kliniker
har konsekvenser utover det enkelte mikrobiologiske laboratorium og bgr veere konsensusorientert
(overvaking etc.)

PROBLEMOMRADE 5 -

Konsensus om bruk av ny nomenklatur vil trolig veere vanskelig a8 oppna uten kjgreregler for en selvstendig
arbeide komité — om en slik komité skal etableres, foreslaes fgrste mandat a vaere a utarbeide slike.
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Sammendrag 04 Nar «Maldi» er nede.

|dentifikasjon nar Maldi-TOF MS «er nede»

Forfatter: Anita Kanestrgm, Senter for laboratoriemedisin, Sykehuset @stfold Kalnes, anita.kanestrom@so-
hf.no,

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING FOR URINPR@VER
e Bruk av kromogene agarskaler til identifikasjon kan anses tilstrekkelig for polikliniske
prever, og for inneliggende pasienter med ukomplisert UVI.
e Laboratorier som benytter laktoseskal eller MacConkey kan besvare laktosepositive
E. coli ut fra fenotypi. For gvrige gram-negative staver anbefales 3-rgrsforgjaering. Vurder
om salmonella-agglutinasjon skal utfgres pa laktose-negative, H,S-positive bakterier.
e For enterokokker anbefales PYR-test, sulfa- og tellurlapp.
e For a pavise gruppe B-streptokokker anbefales agglutinasjonstest. Selektiv kromogen
agar kan vurderes for gravide.

ANBEFALING FOR POSITIVE BLODKULTURER OG SPINALVASKE

e Mikroskopi av grampreparat utfgres for rask presumptiv diagnostikk.
o Ved funn av gram-positive kokker i kjeder eller diplo, anbefales streptokokk-
og/eller pneumokokk-agglutinasjon. Alternativt kan spesifikk PCR for f.eks GAS,
GBS osv benyttes.
o Meningokokk-agglutinasjon bgr utfgres ved funn av gram-negative
diplokokker. Alternativt kan spesifikk PCR for meningokokker og eventuelt
kapseltype benyttes.
o Koagulase kan benyttes ved funn av gram-positive kokker i hauger.
o Spesifikk PCR for andre bakterier, som H.influenzae og Listeria kan benyttes
etter vurdering av gram-preparat og klinikk.

e Kommersielle ID-systemer bgr bekrefte presumptiv identifikasjon, men krever vekst

pa skal.

e Ved tilgang til genteknologiske tester med brede blodkultur- eller CNS panel, kan

disse benyttes for alvorlig syke pasienter.

ANBEFALING FOR PUSS- OG SARPR@VER
e For polikliniske prgver er det tilstrekkelig med agglutinasjonstester for identifikasjon
av beta-hemolytiske streptokokker og Staphylococcus aureus, eventuelt koagulase i
tillegg. Hvis behov for diagnostikk av enterokokker og gram-negative staver, foreslas
diagnostiske lapper og 3-rgrsforgjeering.
e Dype- eller peroperative prgver: Forelgpig svar gis ut fra mikroskopi og eventuelt
agglutinasjon. Det bgr utfgres biokjemisk identifikasjon.
e Sarprgver fra inneliggende pasienter: Kan behandles som polikliniske prgver ved
mindre alvorlig infeksjon. Ved alvorlig infeksjon fglges opplegg som for dype prgver.

ANBEFALING FOR LUFTVEISPR@VER
e For diagnostikk av de vanlige luftveispatogene bakteriene, vil en kombinasjon av
agglutinasjon, oksidase og diagnostiske lapper oftest vaere tilstrekkelig.
e Ved behov for identifikasjon av andre mikrober (intensivpasienter,
immunsupprimerte etc), er biokjemiske ID-systemer aktuelle. Genteknologiske tester for
luftveisprgver med brede bakteriepanel vil gi raskere diagnostikk for denne
pasientgruppen.

ANBEFALING SOPPDIAGNOSTIKK

e Ved ukomplisert, overfladisk soppinfeksjon kan vekst av gjeersopp svares ut fra
fenotypi pa sabouraud-agar, eventuelt med tillegg av vatpreparat.
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¢ Identifikasjon med kromogen agar kan veere tilstrekkelig ved mindre alvorlige
gjeersopp-infeksjoner.
e For alvorlige og systemiske soppinfeksjoner ma videre diagnostikk utfgres. Aktuelle
tester kan veere:

o For gjaersopp: inkubering ved ulike temperaturer, kimrgrtest, biokjemiske

identifikasjonssystemer.

o For muggsopp: morfologisk identifikasjon med mikroskopi.

= Det henvises ellers til Strategirapport om soppinfeksjoner, 2013.

ANBEFALING ANAEROBE BAKTERIER
e Mange anaerobe infeksjoner er polymikrobielle, og artsidentifikasjon er ofte av
mindre betydning. Ved monokultur og vekst fra sterile omrader, dype abscesser og
nekrotiserende blgtvevsinfeksjoner, bgr det tilstrebes identifikasjon.
e Spredning aerobt og anaerobt skiller fakultative mikrober fra strikt anaerobe.
Metronidazol-lapp kan vaere nyttig.
e Gram-preparat, koloniutseende (sverming, hemolyse) og vekst pa selektiv agar (f.eks
BBE-agar) ma vurderes.
e Kommersielle ID-systemer basert pa biokjemi kan utfgres.

DISKUSJONSPUNKTER
e Hva skal kravet til validering veere for tester som vi har i beredskap? Gjelder samme
krav til IVDR-godkjenning?
e Hvordan sikre rask tilgang pa back-up diagnostikk, dersom holdbarhet tilsier at man
ikke kan ha tilstrekkelig lager pa laboratoriet?
o Kan en lgsning veere a sende ferdig inokulert target plate til naermeste
samarbeidende laboratorium for Maldi-identifikasjon?
e Bgrvi unnga katalase pa grunn av aerosoldannelse? Testen ma utfgres i LAF-benk,
eventuelt ogsa i petriskal med lokk.

PROBLEMSTILLING

Massespektrometri har en ngkkelrolle for identifikasjon av bakterier og sopp i medisinsk
mikrobiologi. Metoden er rask, billig og har god kvalitet for mange mikrober, og brukes i utstrakt
grad. Men MALDI Tof-instrumentet kan svikte, og det er derfor behov for en plan for alternativ
diagnostikk. | dette innlegget vil jeg ga gjennom alternative metoder for identifikasjon, og skissere en
mulig back-up Igsning for ulike pr@gvematerialer.

OVERSIKT ALTERNATIVE IDENTIFIKASJONSMETODER

Denne oversikten er ikke uttgmmende, men gir en oversikt over identifikasjonsmetoder som i stor
utstrekning var i bruk fgr innfgring av MALDI Tof i mikrobiologiske laboratorier. Hvert enkelt
laboratorium ma lage en plan for alternative identifikasjonsmetoder nar MALDI Tof er ute av

drift. Ulike tiltak kan vaere aktuelle ut fra forventet lengde pa nedetid.

ENKLE, RASKE METODER

Mikroskopi av gram-preparat benyttes ved direktemikroskopi av ulike prgvematerialet, saerlig sterile
vaesker og positive blodkulturer. Hvis Maldi TOF ikke er tilgjengelig, vil gram vaere aktuell 3 utfgre i
stgrre grad ogsa fra vekst pa agarskaler.

Oksidase er en rask, enkel og billig test, og kan benyttes som silemetode for videre diagnostikk.
Testen kan pavise oksidasepositive bakterier i blandingskultur, eksempelvis meningokokker,
gonokokker, Moraxella catarrhalis og Pseudomonas spp. | sarprgver kan oksidase vaere nyttig nar en
leter etter «brakkvannsbakterier» (Vibrio spp, Shewanella spp).

Katalase er en rask, enkel og billig basaltest, men ma utfgres i sikkerhetskabinett og lukket petriskal
pa grunn av aerosoldannelse og risiko for laboratoriesmitte. Testen kan for eksempel benyttes til 3
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skille mellom stafylokokker og enterokokker. Katalase og oksidase ble tidligere benyttet som
basaltester for identifikasjon av sma gram-negative staver, som HACEK.

Koagulasetesten skiller S.aureus fra koagulase-negative stafylokokker. Testen utfgres i rer med
fibrinholdig plasma, og leses av etter 4 timer og 1 dggn. Enkelte andre stafylokokkarter er ogsa
koagulasepositive (S.pseudintermedius, S.intermedius og S.hyicus, som er assosiert med zoonoser).
Gallelgselighet: Gallesalter gir autolyse av pneumokokker, og skiller denne bakterien fra viridans-
streptokokker. Testen kan utfgres i rgr (inkuberes inntil 3 timer) eller direkte pa kolonier pa blodagar
(inkuberes i 15 — 30 minutter). Gallelgselighet skiller bedre mellom S.pneumoniae og
S.pseudopneumoniae enn optochin.

PYR-test: Dette er en test for pavisning av gruppe A-streptokokker og enterokokker. Testen kan
utfgre i rgr (4 timer) eller pa skal (10 minutter). Gruppe A-streptokokker og enterokokker er PYR
positive, mens gruppe B-streptokokker og Streptococcus bovis er PYR-negative.

LAP-test: Brukes sammen med PYR for a differensiere mellom ulike gram-positive kokker.
Pneumokokker, gruppe_A streptokokker og enterokokker er LAP-positive, mens andre beta-
hemolytiske streptokokker, aerococcer og leukonostoc er LAP-negative.

Revers CAMP-test: Kan benyttes til 3 identifisere Clostridium perfringens. Bakterien gir sammen med
en kjent GBS-stamme synergistisk hemolyse pa saueblodagar etter 24 timers anaerob inkubering.
DIAGNOSTISKE LAPPER

| denne gruppen inngar diagnostiske lapper som legges pa agarskaler med spredning av
bakteriestammen, og eventuell vekst eller hemningssone leses av neste dag.

Bacitracinlapp kan benyttes for identifikasjon av gruppe A-streptokokker, som danner sone rundt
lappen, men er ikke veldig spesifikk.

Optochin: Pneumokokker vokser med sone rundt optochinlapp.

X-, V- og XV-lapp: Lappene inneholder vekstfaktorer X og / eller V. Bakterien spredd pa agarskal uten
blod med de 3 lappene, inkuberes over natt. Vurdert sammen med hemolyse vil vekstforhold rundt
lappene, skille H.influenzae fra H.parainfluenzae, H.haemolyticus og H.parahaemolyticus.
Tellurtest: Tellur benyttes for a skille E.faecalis fra andre enterokokker og streptokokker. E.faecalis
vokser med sorte kolonier rundt tellur, mens E.faecium gir hemningssone eller vokser med sma, gra
kolonier rundt lappen.

Sulfalapp: Enterokokker er sultaresistente.

AGGLUTINASJONER

Agglutinasjonstester er raske a utfgre. Noen tester er beregnet pa kulturer, andre til bruk pa positive
blodkulturflasker eller spinalvaeske. | begge tilfeller ma man vaere oppmerksom pa faren for
uspesifikke agglutinasjon og spontanagglutinasjon, som kan avslgres ved & bruke flere antisera og
saltvannstest.

Wellcogen Bacterial Antigen Rapid Latex Agglutination Test er et eksempel pa agglutinasjonskit for
kvalitativ pavisning av antigen fra gruppe B-streptokokker, H.influenzae type B, S.pneumoniae,
N.meningitidis gruppe A, B, C, Y og W135 og E.coli K1. Kan utfgres pa positive blodkulturflasker,
spinalvaeske og pa kolonier.

Agglutinasjonstester for S.aureus paviser spesifikke overflateantigener, og skiller S.aureus fra andre
stafylokokker. De ulike testene kan ha noe ulik sensitivitet for pavisning av MRSA.

Agglutinasjon av streptokokker paviser og differensierer Lancefield-gruppe A, B, C, F og G. Resultatet
vurderes sammen med kolonimorfologi og hemolyse. Gruppe D-antigen finnes bade hos
enterokokker og S.bovis/S.equinus-komplekset.

For presumptiv identifikasjon av pneumokokker finnes latex agglutinasjonstester for pavisning av
kapsel antigen.

Serotyping av meningokokker er viktig for valg av vaksine til naerkontakter, men kan ogsa benyttes
som supplement for identifikasjon inntil endelig identifikasjon med for eksempel biokjemi. Det finnes
bade polyvalente og monovalente antisera. Agglutinasjonstestene paviser kun de kapselkledde
meningokokkene. PCR-basert kapseltyping er et alternativ til agglutinasjon.
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Agglutinasjon av tarmpatogene: De fleste laboratorier har i dag PCR-diagnostikk for tarmpatogene.
Men tarmpatogene, spesielt salmonella, kan isoleres ogsa fra andre prgvematerialer.
Agglutinasjonstester kan da bidra til presumptiv identifikasjon. Kit som Wellcolex Color Salmonella
skiller mellom Salmonella serogruppe A, B, C, D, E og G, samt paviser Vi-antigen. Tilsvarende finnes
det agglutinasjonskit for Shigella som skiller mellom S.boydii, S.dysenteriae, S.flexneri og S.sonnei.

ID BASERT PA BIOKJEMISKE REAKSJONER

3-rors forgjeering: Enkel metode som skiller grovt mellom ulike bakterier innen Enterobacterales.
Inkluderer fglgende reaksjoner: laktose, glukose, gass, H,S, mannitol, bevegelighet, indol og urease.
Automatiserte ID-systemer: Mange laboratorier har automatiserte systemer for resistenstesting,
som ogsa gir mulighet til identifikasjon basert pa biokjemiske reaksjoner, som VITEK og BD Phoenix.
Disse systemene har ulike paneler for gram-negative staver og gram-positive bakterier, og eventuelt
for kravfulle gram-negative bakterier, anaerober og sopp. Reagensene har imidlertid kort holdbarhet,
og er kostbare a ha i beredskap.

Det finnes ogsa kommersielle identifikasjonssystemer som ikke er koblet til instrumenter, men som
kan avleses manuelt eller med mindre avlesere, slik som APl-systemene og MicroScan
identifikasjonspanel.

KROMOGENE SKALER OG SELEKTIVE SKALER

Kromogen UTI agar: Gir presumptiv identifikasjon av de viktigste bakterier som gir UVI. Skalene
inneholder kromogene stoffer som gj@r at enterokokkene danner bla kolonier, og E. coli rosa. En
indikator gjgr at Proteus spp., Morganella spp. og Providencia spp. kan skilles fra henholdsvis
Pseudomonas spp. og stafylokokker. For sikker identifikasjon av E. coli anbefales indol-test.
Kromogene skaler kan gi presumptiv identifikasjon av gjaersopp, men ma ved alvorlig infeksjon,
bekreftet med annen metode.

Andre selektive skaler, som er i bruk for screening, kan benyttes som presumptiv identifikasjon:
Listeria selektiv agar: L.monocytogenes hydrolyserer esculin, og vokser med en sort halo pa
esculinholdige selektive skaler. Noen enterokokker kan ogsa gi en svak eskulinreaksjon.

Selektiv coryneagar: Tellurit agarskal (Hoyle agar) kan benyttes som selektive skal for pavisning av
C.diphteriae. Tellurite i skalen inhiberer Gram-negative og en rekke gram-positive bakterier.
C.diphteriae vokser med gra/sorte kolonier pa skalen, men ogsé andre telluritreduserende gram-
positive bakterier kan vokse.

GENTEKNOLOGISKE METODER

Det finnes i dag et utvalg av tester for syndromtesting basert pa molekyleerbiologiske metoder. En del
laboratorier benytter disse for utvalgte pasienter, f.eks pa positive blodkulturer eller spinalvaesker.
Eksempler pa slike tester er BioFire FilmArray ME- og BCID-panel, Easyplex BloodScreen og Easyplex
CSF direct.

Multiplex syndromtesting finnes ogsa for bruk pa luftveismateriale (eks Biofire Filmarray
Pneumonia).
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Sammendrag 05 Biosikkerhet ved Maldi-ID

Bio-/labsikkerhet ved identifikasjonsarbeid pa lab — Maldi-TOF MS

Forfatter: Truls Leegaard, Avdeling for Mikrobiologi og smittevern, Akershus universitetssykehus

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 — VED IDENTIFIKASJION MED MALDITOF B@R LABORATORIENE GJ@RE EN N@YE
RISIKOVURDERING OM ARBEID MED UKJENTE MIKROBER OG MIKROBER DER MAN MISTENKER AT
DE KAN TILH@RE RISIKOKLASSE 3 ELLER ANDRE H@YRISIKOMIKROBER (F.EKS. MENINGOKOKKER)
B@R GJPRES | SIKKERHETSKABINETT. KLASSE 2 TIL ETANOL ER TILSATT. FOR MIKROBER MAN ER
GANSKE SIKRE PA HVILKEN GRUPPE DE TILHBRER KAN ARBEIDET GJ@RES PA BENK (F.EKS.
ENTEROBACTERALES, STAFYLOKOKKER, STREPTOKOKKER, MM).

ANBEFALING 2 — EKSTRAKSJON MED ETANOL OG MAURSYRE B@R BENYTTES PA ISOLATER MAN
MISTENKER KAN TILH@RE RISIKOKLASSE 3 ELLER ANDRE H@YRISIKOMIKROBER.

ANBEFALING 3 — MAN B@R VURDERE BRUK AV BESKYTTELSESUTSTYR.

ANBEFALING 4 - LOKAL RISIKOVURDERING ER ALLTID VIKTIG, OG LABORATORIENES B@R HA EN
PLAN FOR NAR DET KAN VZARE BEHOV FOR PROFYLAKSE VED EKSPONERING.

ANBEFALING 5 - ALLE LABORATORIER B@R HA TILGANG TIL BIOTERROR-DATABASEN (SR-
DATABASEN).

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Bakgrunn
Arbeidstilsynet definerer laboratorier som risikofylte arbeidsplasser som krever tiltak for a beskytte
arbeidstakerne. Risiko pa mikrobiologiske laboratorier er knyttet til bade eksponering mot kjemikaler og
mikroorganismer. Menneskelige faktorer som manglende bruk av personlig beskyttelsesutstyr, manglende
prosedyrer og risikoevalueringer, prosedyrer som ikke fglges og manglende opplaering av personalet er antatt a
veaere arsak til flest laboratorieassosierte infeksjoner (CDC/NIH, 2009).
Laboratorieassosiert infeksjon er definert som en infeksjon som fglge av smitte via laboratoriet eller
laboratorierelatert arbeid. Risikoen for utvikling av sykdom ved eksponering er avhengig av:
1. Biologisk agens (smitterisikogruppe, infeksigs dose, smittemate, evne til 3 gi alvorlig sykdom
og dgd hos den infiserte, tilgjengelig behandling).
2. Form for eksponering (Aerosoldannende prosedyrer, skarpe gjenstander og risiko for
perkutan eksponering).
3. Den som eksponeres (Helsestatus til laboratoriepersonell, immunitet, tilgjengelig
vaksinasjon).
Tabell med bakterier og sopp tilhgrende risikoklasse 3.
(https://www.arbeidstilsynet.no/regelverk/forskrifter/forskrift-om-tiltaks--og-grenseverdier/vedlegg/2/)
Bacillus anthracis

Brucella spp.

Burkholderia mallei og pseudomallei

Coxiella burnetii

Dimorfe sopp — med noen unntak

Enkelte muggsopp — bl.a. Rhinocladiella mackenzei og
Cladophialophora bantiana
E. coli, vero-(shiga-) cytotoksiske stammer (VTEC/EHEC)

Francisella tularensis subspecies tularensis

Mykobacterium tuberculosis complex
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Rickettsia spp.

ISalmonella Typhi

Shigella dysenteriae (type 1)

Yersinia pestis

Ansatte ved norske mikrobiologiske laboratorier har gjennom gode prosedyrer og opplaering av personalet
innarbeidet risikovurdering. Risikovurdering utfgres basert pa kliniske opplysninger og prgvemateriale.
Fullstendige kliniske opplysninger og risiko oppgis ikke alltid pa rekvisisjonene, slik at man ma ta hgyde for at
det kan veaere hgyrisikomikrober til stede som man ikke kan forutse.

Det er forelgpig ikke mye data pa sikkerhet i forbindelse med nye metoder for identifisering. Det gjelder ogsa
for MaldiTof. Man baserer seg pa risikovurderinger og erfaringer med hgyrisikomikrober man har fra tidligere.
Ofte er det avhengig av at noen reagerer pa kliniske opplysninger eller sykdombilde, dvs. en svaert subjektiv
vurdering.

Ulike laboratorier har ulike forutsetninger. Laboratorier uten tilgang til BSL3-laboratorium ma rigge seg slik at
man kan arbeide godt, trygt og effektivt ved ulike laboratorier. | dag foregar mye av arbeidet med 3 sette
mikrobene pa identifikasjonsplatene pa benk. | alle fall dersom man ikke har mistanke om hgyrisikomikrober.
lllustrasjon av arbeidsflyten ved identifikasjon av mikrober med MaldiTof

Uttrekk fra egen prosedyre, kun delen om HMS — som bakgrunn for diskusjon:

Alle prgver og stammer skal behandles som infeksigst materiale, og handteres deretter.

Prgvepreparering av bakterier og gjeersopp kan som hovedregel forega pa benk.

Prgvepreparering av muggsopp og dermatofytter utfgres i sikkerhetskabinett klasse 2 for a unnga spredning av
soppsporer i laboratoriet. Se eget punkt for detaljer.

Benytt de sikkerhetsforanstaltninger man vanligvis benytter- f.eks. bgr arbeid med meningokokker eller med
uavklarte blodkulturisolat forega i sikkerhetskabinett klasse 2.

MALDI-TOF skal IKKE gjgres ved mistanke om sporedannende bakterier som krever BSL3, det vil si ikke-
hemolytisk bacillus, Bacillus anthracis.

Ved direkte MALDI pa blodkulturflaske skal arbeidet forega i sikkerhetskabinett klasse 2 til etanol er tilsatt.
Dersom MALDI-TOF gnskes pa mistenkte patogene mikrober fra faaces- eller BSL3 laboratoriet, gjgres alltid
ekstraksjon. Arbeidet foregar pa faeces- eller BSL3 laboratoriet til etanol er tilsatt.

Reagenser som brukes ved analyseringen er helseskadelige. Unnga sgl pa hud og i gynene.

Ved arbeid med maursyre (formic acid) skal hansker og briller/vernebriller benyttes.

Ved handtering av trifluoroacetic syre skal vernebriller benyttes (i tillegg til hansker) eller s ma heveluken
veere nedtrukket slik at ansiktet er beskyttet for eventuell sprut.
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Reagensfremstilling og vasking av plater foregar i kjiemisk avtrekk. Det finnes hansker med lange mansjetter
som kan brukes ved vask av plater. Se eget punkt.
Gravide skal ikke utfgre arbeid i kjemisk avtrekk der fargevaeskene star.

PROBLEMOMRADER
Spgrsmal:
. Eksponering for kjemikaler?
. Eksponering og aerosoldannelse — bgr alle prgver handteres i sikkerhetskabinett?
. Dersom man ikke tar alle prgver i kabinett — bgr man da bruke personlig sikkerhetsutstyr?
. Blir agens inaktivert? Hva inaktiverer hva og hvor godt?
° Bgr alle laboratorier ha tilgang til bioterror-databasen (SR-databasen)?
. Profylakse ved eksponering?
. Nullprgve serologi ved eksponering?
Diskusjon

Laboratoriene har vurdert at kjemikaliene kan handteres adekvat. Det bgr tas hensyn til at gravide ikke kan
utfgre visse oppgaver.

Selv om det hittil ikke har veert noen kjente smittetilfeller ved arbeid pa benk i forbindelse med MaldiTof er det
mange usikkerhetsfaktorer nar vi identifiserer mikrober ved hjelp av MaldiTof. Vi vet ofte ikke hva vi har med a
gjore. Ved identifikasjon med MaldiTof bgr laboratoriene gjgre en ngye risikovurdering om arbeid med ukjente
mikrober og mikrober der man mistenker at de kan tilhgre risikoklasse 3 eller andre hgyrisikomikrober (f.eks.
meningokokker) bgr gjgres i sikkerhetskabinett klasse 2 til etanol er tilsatt. Etablert arbeidsrutiner i eget
laboratorium gjor forskjell pa blodkulturisolater og andre isolater. Blodkulturisolater tilsettes etanol fgr direkte
MaldiTof-identifikasjon. Dette gjgres i kabinett. Etter at blodkulturene er tatt ut av sikkerhetskabinettet
tilsettes alle prgvene maursyre. For mikrober der man er ganske sikre pa hvilken gruppe de tilhgrer gjgres
arbeidet pa benk (F.eks. Enterobacterales, stafylokokker, streptokokker, mm), selv uten tilsetting av etanol
og/eller maursyre. Ved a flytte en del arbeid inn i sikkerhetskabinett kan laboratorier uten BSL3-
laboratoriefasiliteter ogsa kan arbeide risikofritt. MaldiTof bgr ikke benyttes til identifikasjon ved mistanke om
ikke-hemolytisk bacillus (Bacillus anthracis), men dersom man gjgr direkte MaldiTof-identifikasjon er det mulig
at enkelte hpypatogene mikrober allikevel kan bli hdndtert. Dersom man ma vente til Gram er utfgrt, vil det
forsinke prgvehandteringen. Hva er sa risikoen ved det? Husk at kontaktsmitte ved f.eks. F. tularensis ogsa er
mulig (om man ikke bruker hansker ved handtering av materiale fgr inaktivering med etanol og/eller
maursyre)

Det vil sannsynligvis vaere ulik handtering i labber med ulikt inneslutningsniva. Lokal risikovurdering er alltid
viktig, og bgr vaere en del av egne prosedyrer.

Utprgvinger har vist at direkte ekstraksjon ikke inaktiverer agens i alle tilfeller, mens etanol inaktivering med
etterfglgende maursyre ekstraksjon inaktiverer agens som ikke er sporedannere (Lasch 2015, Cunningham,
2013). Til inaktivering av sporer anbefales Trifluoreddiksyre (TFA) (Lasch, 2008), og har veert benyttet med helle
av flere (Pauker 2018).

Vi vet ofte ikke hva vi arbeider med fgr identifikasjon og er avhengige av at database gir rett identifikasjon.
Flere laboratorier har tilgang pa SR-databasen, og har erfaringer med at den gir god identifikasjon dersom det
dreier seg om en hgypatogen bakterie, f. eks en Brucella spp., Francisella spp. eller en Burkholderia spp, men at
den ikke skiller godt mellom beslektede arter og underarter (inkludert de som er mindre patogene). Den kan
altsa fint brukes til & fa indikasjon pa genus, men videre identifikasjon bgr gjgres pa referanselaboratorium
(f.eks. Beredskapslaboratoriet pa FHI). Se ogsa artiklene fra Lasch et al og Antonation et al. De viser at man far
forskjellig resultat ved bruk av de forskjellige databasene som er tilgjengelige. | Brukers SR-bibliotek kan man
velge mellom liste 1 og 2 (se under).

Fordelen ved ha lokal tilgang til bioterror (SR-databasen) databasen er at man kan fa en rask diagnose. Det tar i
mange tilfeller lang tid a fa svar fra et region-/referanse-laboratorium som har en slik database. Vi mener
kostnaden dersom noen blir smittet pa laboratoriene er for hgy og at man ikke kan ta den risikoen.

Dersom kliniske opplysninger og kolonimorfologi gir sterk mistanke om hgyrisiko patogen mikrobe bgr man
fortsatt ta kontakt med beredskapslaboratoriet ved FHI for analyse. De kan utfgre rask analyse ved behov.
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Lokal risikovurdering er alltid viktig, og laboratorienes bgr ha en plan/ prosedyre for nar det kan vaere behov for
profylakse ved eksponering, og bgr ogsa si noe om hvem som skal skrive resept og fglge opp den ansatte (bgr
journalfgres). Man bgr ogsa sgrge for serologisk nullprgve ved eksponering, f.eks. ved Francisella og Brucella.

Release Notes
MBT Compass Library BRUKER
Revision K (2022)

Table 1: List of species included in ‘SR’ Library. Bold font indicates the different genera.

z
2

Species

Bacillus anthracis
Brucella melitensis
Burkholderia mallei
Burkholderia pseudomaliei
Clostridium botulinum
Francisella tularensis
Salmonella paratyphi
Salmonelia typhi

Shigella dysenteriae

10 Vibrio cholerae

1 Xanthomonas albilineans
12 Yersinia pestis

W o=~ W=

Table 2: List of species included in ‘SR_BBFV’ Library. Bold font indicates the different genera.

No. Species
1 Brucella melitensis
2 Burkholderia mallei
3 Burkholderia pseudomallei
4 Francisella tularensis
5 Vibrio cholerae

Note: Without installation of BTyp2.0Sec.Library 1.0 the highly pathogenic
microorganisms included in this library cannot be correctly identified.

Highly pathogenic microorganisms not included in the BTyp2.0Sec.Library 1.0 (e.g.
Bacillus anthracis) cannot be identified or will be commented within the Matching
Hints of closely related less pathogenic microorganisms included in the MBT
Compass Library (e.g. Bacillus cereus).

Internasjonalt er det flere rapporter om laboratoriesmitte. De fleste av disse rapportene er gamle, men det
finnes noen nyere (f.eks. Baron, 2008). Selv om vi kan hape at laboratoriene er blitt flinkere til 3 handtere
risikomikrober, er det noen kjente tilfeller av laboratoriesmitte i Norge. De fleste assosiert med jobb pa benk,
uten beskyttelse. Her nevnes to tilfeller, som eksempler:
. Det har veert ett tilfelle av laboratoriesmitte med Brucella der to medarbeidere ble smittet.
For den fgrste av disse vet man ikke hva som er kilden, mens medarbeider nummer to hadde jobbet
med blodkulturen til den fgrste. Medarbeider nummer to fikk ogsa positiv blodkultur. Etter det ble alle
aerosoldannende prosedyrer flyttet i avtrekk. Det gikk bra med begge.
. Et annet tilfelle var med meningokokker, der en medarbeider «bare» skulle spre en skal fgr
vedkommende gikk hjem for dagen, og ikke satte seg i avtrekket. Vedkommende ble syk neste dag,
veldig syk, men ble reddet av en arvaken kollega som sende medarbeideren direkte til akuttmottaket.
Blodkultur var positiv, men det gikk bra i dette tilfellet.
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| det ene tilfellet var det snakk om en mikrobe som tilhgrer hgyrisikoklasse 3. | det andre tilfelle Neisseria
meningitidis som ikke er i klasse 3. Det er altsa andre mikrober enn de i den hgyeste risikoklassen som kan gi
alvorlige infeksjoner og som man ma ta hgyde for nar man arbeider med ukjente mikrober.
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Sammendrag 09

Nukleinsyrebaserte metoders rolle i species-identifikasjon
Supplerende nukleinsyrebasert diagnostikk

Forfatter: @yvind Kommedal, Overlege, Mikrobiologisk avdeling, Haukeland universitetssjukehus.

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 - OM INDIKASJON FOR NUKLEINSYREBASERT IDENTIFIKASJON
e For de aller fleste kliniske problemstillinger vil Maldi-TOF MS gi tilstrekkelig god
identifikasjon.
e Supplerende diagnostikk som nukleinsyrebasert identifikasjon er klinisk relevant
primaert dersom Maldi-TOF MS ikke gir et godkjent svar innenfor det man for det
aktuelle isolat mener er det ngdvendige taksonomiske niva (species-niva, species-gruppe
niva eller genus niva).

PROBLEMSTILLINGER

Tilleggsidentifikasjon med nukleinsyrebaserte metoder kan vaere aktuelt nar man ikke far en
sikker identifikasjon med Maldi-TOF. Typiske problemstillinger kan vaere at Maldi-TOF ikke
gir en tilstrekkelig hgy score for artsidentifikasjon, at Maldi-TOF ikke klarer a skille mellom
naert beslektede arter eller at man far en lavere score enn normalt for en velkjent art (1, 2).
De mest relevante metodene er Sanger-sekvensering av enkeltgener, artsspesifikke PCR
analyser og helgenomsekvensering. Tilleggsidentifikasjon er sjelden ngdvendig pa ren klinisk
identifikasjon, men er aktuelt i forbindelse med kvalitetssikring, forskning, registerdata eller
utvikling av databaser.

RELEVANTE NUKLEINSYREBASERTE METODER

Sanger-sekvensering av enkeltgener: For bakterier er 16S rRNA genet er det mest brukte
malgenet for dette formalet. De stgrste fordelene med 16S rRNA genet er at de
fylogenetiske egenskapene er godt forstatt og at det finnes tilgjengelige referanser for de
aller fleste kjente bakterier. | tillegg finnes genet i alle bakterier, og inkluderer hgyt
konserverte omrader som gjgr det mulig & designe universelle primere slik at genet kan
amplifiseres fra enhver bakterie med en enkelt universell PCR (3). Den stg@rste ulempen er at
oppl@sningen er for lav til 8 skille mellom en del naert beslektede arter innenfor en rekke
klinisk relevante slekter som for eksempel streptokokker, stafylokokker, enterokokker,
Klebsiella, Enterobacter, mykobakterier, fusobakterier, Eikenella, Bacteroides og Veillonella
(3-5). RpoB-genet er et alternativ til 16S rRNA genet og gir bedre oppl@gsning innenfor de
aller fleste bakteriearter (3—5). Nylig ble det publisert universelle rpoB-primere, som
muliggjer amplifikasjon av rpoB genet fra de fleste bakteriearter med en enkelt rpoB-PCR (4).
Fremdeles mangler rpoB referanser for en del arter, men dette problemet reduseres raskt
som fglge av det gkende antallet helgenomsekvenser som publiseres. Dersom
problemstillingen er at Maldi-TOF gir en for lav score for artsidentifikasjon vil 16S rRNA
sekvensering vaere et naturlig ferstevalg pa grunn av et mer komplett utvalg av referanser.
Hvis problemstillingen er at Maldi-TOF ikke kan skille mellom ulike arter eller gir en lavere
score enn normalt for en velkjent art kan rpoB sekvensering vaere et bedre alternativ.

For sopp benyttes oftest ITS1 eller ITS2 segmentet eller den fgrste delen av 28S rRNA genet
for universell identifikasjon (3, 6). Det er viktig a vite at ITS1/2 skal benyttes som en genetisk
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barkode og ikke et fylogenetisk kronometer, hvilket betyr at kun sveert hgy homologi mot en
referanse vil gi nyttig informasjon (7, 8). 28S rRNA genet gir lavere opplgsning enn ITS
segmentene, men er lettere a tolke.

Artsspesifikke PCR-analyser: Artsspesifikke PCR-analyser kan vaere nyttige for a bekrefte en
identifikasjon eller skille mellom neert beslektede arter, dersom man allerede har den/de
relevante analysene tilgjengelig i laboratoriet. F.eks. kan en spesifikk PCR for Streptococcus
pneumoniae veere nyttig for a skille mellom S. pneumoniae og andre neaert beslektede arter i
Streptococcus mitis-gruppen.

NB: For bade sekvensering av enkeltgener og spesifikke PCR analyser er horisontal
genoverfgring en mulig feilkilde (4). Dette problemet er svaert lite for 16S rRNA Sanger
sekvensering, siden 16S rRNA genet foreligger som et multikopi gen hos de fleste arter slik at
den «riktige» varianten uansett vil dominere i sekvens-kromatogrammet.
Helgenomsekvensering er en gullstandardanalyse for bakteriell identifikasjon. Den vil veere
mest relevant for 3 skille mellom nzert beslektede arter nar man ikke har kommet i mal med
enklere analyser, eller at man av andre arsaker har behov for en utvidet genomisk analyse
(forskning/registerdata, utbruddskartlegging, inklusjon av isolater i
databaser/stammebanker). Det finnes innenfor en rekke slekter ulgste taksonomiske
problemstillinger og ikke-karakteriserte arter. Dette kan gjgre det vanskelig 8 komme frem til
en sikker artsidentifikasjon selv med bruk av helgenomsekvensering. Et klassisk eksempel er
S. mitis gruppen der én autorativ artikkel frarader bruk av ANI (Average Nucleotide Identity)
for & beskrive nye arter da dette ville fgrt til at de navaerende artene Streptococcus mitis og
Streptococcus oralis som begge er meget diverse splittes opp i flere ti-talls nye arter (9),
mens senere publikasjoner beskriver og far godkjent nye arter innenfor S. mitis gruppen
nettopp ved bruk av ANI (10-12).
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Sammendrag 06

Maldi-TOF MS identifikasjon direkte fra positiv blodkulturflaske

Forfatter: Aleksandra Jakovljev, Overlege, Avd. for Medisinsk mikrobiologi, St. Olavs Hospital

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1: RUTINEMESSIG BRUK AV MALDI-TOF MS FOR DIREKTE IDENTIFIKASJION FRA
POSITIVE BLODKULTURFLASKER
e Identifikasjon av bakterier direkte fra blodkulturflasker ved hjelp av MALDI-TOF MS
anbefales implementert som del av rutinearbeid pa alle mikrobiologiske laboratorier.
e Rask identifikasjon har stor innflytelse pa valg av adekvat antibiotikabehandling hos
pasienter med sepsis. Den kan ogsa ha en rolle i pasientutredning og for antibiotika-
styring.
ANBEFALING 2: HVERT LABORATORIUM KAN VELGE HVILKET MALDI-TOF MS INSTRUMENT SOM
BENYTTES, OG OM DET BRUKES EN KOMMERSIELL ELLER IN-HOUSE METODE
e Laboratorier i Norge kan per i dag velge mellom to kommersielle MALDI-TOF MS
systemer: MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics) og VITEK® MS IVD (bioMérieux)
e For direkte identifikasjon fra blodkultur kan kommersielle kit benyttes: Sepsityper
research-use-only (RUO) blodkultur kit (Brukes Daltonics) eller Vitek MS RUO blodkultur
kit (bioMérieux), samt flere in-house laboratorie-utviklede metoder.
e Hvert laboratorium bgr gjgre en selvstendig vurdering av metoden som skal benyttes,
inklusive en vurdering av fordeler og ulemper ved bruk av en kommersiell metode versus
en in-house basert metode.

ANBEFALING 3: TOLKNING AV RESULTATER FRA MALDI-TOF MS BIOTYPER KAN UTF@RES | HENHOLD
TIL ANBEFALINGER ANGITT | MBT IVD SEPSITYPER MODUL ELLER VED STANDARD BIOTYPER
AVLESNING
e Det finns ikke en standardisert anbefaling for vurdering av resultater fra direkte
identifikasjon i forhold til score-verdier.
e Ved bruk av MBT IVD Sepsityper Modul inkludert i Compass programvare pa MALDI
Biotyper® (Bruker, Daltonics) bgr produsentens anbefalinger fglges ved tolkning av
resultater direkte fra blodkulturflasker. Her er species/genus-score-grensene satt lavere
enn ved bruk av Standard Biotyper avlesning, dvs. >1,8 for sikker identifikasjon til species
niva og >1,6 til genus niva, som er en tilpasning knyttet til direkte identifikasjon.
e Et alternativ ved bruk av in-house basert metoder er & bruke Standard Biotyper
avlesning for bakterie-kolonier, og tolke resultatene med Bruker sine anbefalte
klassifikasjonskriterier for sikker identifikasjon til species- (>2,0) eller genus-niva (>1,7-
<2,0), samt for ingen identifikasjon (<1,7).
e Vurdering av resultater med lavere score-verdier enn de som er som angitt for MBT
IVD Sepsityper er utprgvd i flere studier med in-house metoder, og kan fortsatt gi palitelige
identifikasjoner, se Problemomrade 4: Tolkning av MALDI-TOF resultater/Vurdering av
score verdier.

ANBEFALING 4: TOLKNING AV RESULTATER FOR MALDI-TOF MS VITEK | HVERT LABORATORIUM
GJPORES VED EN SELVSTENDIG ETABLERING AV KRITERIER FOR KONSISTENS SAMSVAR
(«CONFIDENCE MATCH»).
e For tolkning av resultater ved bruk av VITEK MS RUO kit med SARAMIS database fra
bioMérieux gjgres en vurdering av funn i forhold til konsistens-samsvar («confidence
match») med referansespektrum.
e Laboratorier som vurderer innkjgp av VITEK MS bgr vere kjent med at faste
anbefalinger for tolkning av resultater ikke er satt opp fra produsenten, og derfor bgr
etableres av brukeren selv. Generelt kan MS spektra som gir identifikasjons verdier fra
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60% til 99,9% i forhold til samsvar med referansedatabase tolkes som sikker identifikasjon
pa species niva. Hvis det er to, tre eller fire species av samme genus med like hgye MS
spektra verdier, kan identifikasjon tolkes til genus niva. Resultatet tolkes som ingen
identifikasjon hvis det er ingen samsvar med database eller hvis det er >4 species av
samme genus med like hgye MS spektra: dette tolkes som konsistens <60% (se
Problemomrade 4: Tolkning av MALDI-TOF resultater).

AVGRENSNINGER OG RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Definerte problemomrader:

Rask identifikasjon av mikroorganismer fra positive blodkulturflasker er viktig for malrettet
antibiotikabehandling av pasienter. Relevante problemstillinger er:

1. Hvordan kan laboratoriet etablere metode for direkte identifikasjon av mikroorganismer fra positive
blodkulturflasker?

2. Er det ngdvendig med spesielle sikkerhetstiltak ved testing av blodkulturer med mulig smittefarlige
mikroorganismer?

3. Hvilken vurdering bgr det tas hensyn til ved valg mellom kommersielle og in-house metoder?

4. Hvilke score-verdier kan betraktes som palitelige for direkte identifikasjon nar de vurderes sammen
med gitte tilleggskriterier?

5. Hvilke bakterie-species gir palitelige svar ved direkte identifikasjon, og hvilke trenger
tilleggstekster/retesting fra koloni for endelig identifikasjon?

PROBLEMOMRADE 1

Etablering av metode generelt

Innledning med bakgrunn i metodeaspekter

Adekvat antibiotikabehandling av blodstrgms-infeksjoner (BSI) reduserer mortalitet hos pasienter med
sepsis signifikant (1). En studie som undersgkte betydningen av rask mikrobiell identifikasjon direkte
fra positive blodkulturflasker fant at dette endret pabegynt behandling hos 13,4% av voksne pasienter
og 2,5% av pediatriske pasienter med BSI (2). Molekyleere metoder for hurtig direkte identifikasjon av
mikroorganismer fra positive blodkulturflasker som dekker de vanligst forekommende agens ved BSI
samt et utvalg av resistensgener fins (3), men er dyrt, har bestdende identifikasjonshull og erstatter
ikke behovet for fullstendig resistensbestemmelse etter dyrkning, og er derfor ikke anbefalt som
«stand alone» diagnostikk. MALDI-TOF MS gir rask og god identifikasjon til en lav kostnad for de fleste
bakterielle agens som opptrer i blodkulturer, og mikrobespekteret utvides/forbedres fremdeles som
felge av databaseoppdateringer. ldentifikasjon av mikroorganismer direkte fra blodkulturflasker
krever forbehandling av prgvematerialet for a fjerne ikke-bakterielle proteiner fra flytende medier. De
fleste positive blodkulturer (89,6 — 98%) er monomikrobielle og velegnet til direkte MALDI-TOF
identifikasjon (4-9). | tillegg er det vanlig med hgy konsentrasjon av mikroorganismer (> 108 CFU/ml) i
positive blodkulturflasker. Dette nivaet er godt over grensen for vellykket MALDI-TOF identifikasjon fra
blodkulturflasker (104til 105 CFU/mI) (10). Lav mikrobekonsentrasjon, sent positivt signal (>48 timers
inkubasjon) og pafglgende darlige score-verdier forekommer hyppigst ved funn av
kontaminasjonsflora fra huden (11), og i noen tilfeller ved funn av sikre patogener nar
antibiotikabehandling er gitt fgr prgvetaking (personlig erfaring, AMM, St. Olavs Hospital). Andre
arsaker til lave score-verdier kan veere tilstedeveerelse av mikroorganismer som kun er representert
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med fa stammer i databasen, samt tekniske problemer ved analysen, som f.eks. sedimentet pa bunnen
av Eppendorf-rgr som bgr vaere fullstendig tgrket f@r overfgring til MALDI-TOF plate (5).

PROBLEMOMRADE 2

Biosikkerhet

Blodkulturer og andre prgvematerialer som kan representere en mulig smittefare for
laboratoriepersonell via aerosoldannelse, og b@gr handteres i sikkerhetskabinett. Anbefalinger for
smittevern ved arbeid med direkte identifikasjon fra blodkulturflasker er stort sett basert pa de som
er angitt ved arbeid med kolonier. Standardisert rgr ekstraksjons metode (suspensjon av isolat i 70%
etanol, etterfulgt med sentrifugering og resuspensjon av bakteriell pellet i 1:1 mikstur med 100%
acetonitril og 70% mauresyre) er funnet effektivt for inaktivering av vegetative former av bakterier.
Dessverre er komplett ekstraksjon tids- og arbeidskrevende i rutinearbeid. Tilpasninger i metoden til
enklere ekstraksjon med kun 70% mauresyre pa kolonier deponert pa MALDI-TOF plate etterfulgt av
dekning med a-cyano-4-hydroxicinnamic acid (HCCA) matrix har gitt like gode
identifikasjonsresultater. Selve opplgsningen av matrix som lages i vannmikstur av acetonitril og
trifluouracilsyre er funnet a vaere effektivt for a inaktivere bakterier i vegetative form, inkludert
bioterror-agens (f.eks. F. tularensis og B. melitensis) (12). Men, den er mindre effektiv mot spore-
dannende bakterier som f.eks. Bacillus anthracis. Ved laboratoriemistanke om Bacillus anthracis, dvs.
mikroskopifunn av spore-dannende store, rette grampositive staver som er ubevegelige i vatpreparat
fra blodkulturflasken, samt kliniske opplysninger som vekker mistanke (f.eks. rusmisbruk og hgy feber),
ma inaktivering utfgres i sikkerhetskabinett BSL3 og gjgres ved bruk av 80% trifluorouracil syre (13).
Laboratorier som ikke har tilgang til BSL3 og har mistanke om mulig B. anthracis i blodkultur, bgr ta
kontakt med referanselaboratoriet for bioterroragens ved FHI for videre tiltak.

PROBLEMOMRADE 3

Beskrivelse av MALDI-TOF MS instrumenter, databaser og metoder for direkte identifikasjon
fra positive blodkulturflasker

MALDI-TOF MS instrumenter

Det er to kommersielle MALDI-TOF MS systemer som brukes i Norge MALDI Biotyper® (Bruker
Daltonics) og VITEK MS IVD (bioMérieux). Status fra spgrreundersgkelsen i forkant av dette mgtet viste
at Bruker instrumenter per na er valgt av 20/21 (95%) av laboratorier. Biotyper Microflex er
dominerende modell i 17/20 av laboratoriene, hvor 70% har ett instrument, mens 3/20 (15%) har to
MALDI-TOF MS. Modellen Biotyper sirius System finnes i 9/20 (45%) laboratorier. Ett laboratorium
1/20 (5%) har to instrumenter av denne modellen. Modeller som er representert i mindre grad i 3/20
(15% til sammen) er Smart, Biotyper Smart og Biotyper MBT Smart. MALDI Biotyper® sirius System
presenteres av produsenten som en nyskapende modell, hvor negativt ion modus er introdusert ved
siden av positivt ion modus, noe som apner for spennende muligheter innen MALDI-TOF forskning.

MALDI-TOF MS databaser

Software system MBT Compass HT IVD er laget for & sikre enda bedre og raskere identifikasjon av
mikroorganismer med MALDI Biotyper System. MBT Compass referansebibliotek er del av Compass
MBT programvare og oppdateres kontinuerlig. De fleste laboratorier i Norge bruker siste database
versjon, MBT Compass Library Revision K (2022) Maldi Biotyper DBUpdate_V12.0.0.0-11897(RUO),
som inneholder 4274 species. | etterkant av spgrreundersgkelsen, ny versjon av MBT Compass Library
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Revisjon (2023) DBUpdate_V13.0.0.2-11897-12438(RUO), som inneholder 4320 species, var
installert.

For diagnostikk av BSI anbefaler Bruker Daltonics installering av MBT Compass IVD Sepsityper Module
som integrerer data fra Sepsityper arbeidsflyt inn i MBT Compass IVD software. Ved installering av
Sepsityper Module kan en ny type av prgve (Sepsityper) velges for analysering pa MALDI-TOF
instrumentet, ved siden av Bacterial Test Standard (BTS - QC) og Standard (bakterie koloni). For
Sepsityper typer prgvemateriale er nedre «mass range» grense som brukes for peaks samling satt til 4
kDa istedenfor 3 kDa som gjelder for BTS-QC og Standard. Den tilpasningen er gjort for a unnga multiple
peaks som kommer fra erytrocytter, leukocytter og celler fra humant proteom, mest i omradet mellom
3 0g4 kDa, og som interferer med analysering ved a gi tilleggs spektral-peaks som ikke finnes i database
(14). Ved tolkning av resultater, kan derfor MBT IVD Sepsityper anvende en lavere score verdier enn
Standard Biotyper for a angi sikker identifikasjon; pa species-niva (>1,8), genus niva (>1,6) og for ingen
sikker identifikasjon (<1,6). MBT Sepsityper IVD modul har mulighet til a gi indikasjon og identifikasjon
av to agens i en polymikrobiell blodkultur (15). VITEK MS IVD (bioMérieux) bruker SARAMIS®
database. Nyeste MALDI-TOF system VITEK MS PRIME bruker VITEK IVD 3.2 knowledge base som
inneholder 1316 species inkludert mykobakterier, gjaer- og muggsopp. Det er ulikt fra Maldi Biotyper
databasen hvor det finnes programvare ekstensjoner (IVD og RUO) for mykobakteria og muggsopp. |
tillegg, det er flere andre forskjeller mellom MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics) og VITEK MS IVD
(bioMérieux) som kan pavirke direkte identifikasjon fra blodkulturflasker, blant annet, at MALDI
Biotyper sirius har opptil fem ganger raskere time-to-results (TTR) enn VITEK MS PRIME; TTR (Time to
result)-prosess som begynner med innsetting av MALDI-TOF plate i instrumentet og avsluttes med
analysering av siste spektrum profil) (16).

Metoder for direkte identifikasjon av mikroorganismer fra blodkulturflasker

For direkte identifikasjon kan kommersielle metoder brukes: Sepsityper research-use-only (RUO)
blodkultur kit (Bruker Daltonics) eller Vitek MS RUO blodkultur kit (bioMérieux), samt flere in-
house laboratorie-utviklede metoder.

Kommersielle metoder

Sepsityper RUO kit (Bruker Daltonics) og Vitek MS RUO kit (bioMérieux) bruker forskjellige teknikker
for tilberedelse av bakterie-pellet.

1) Sepsityper prosedyren er basert pa lysering av blodceller og flere trinn med sentrifugering, samt
ekstraksjon av pellet (4). Ved Rapid Sepsityper metode, deponeres pellet pa MALDI-TOF plate, dekkes
med MALDI-TOF matrix og analyseres (7,17).

Sepsityper ekstraksjons protokoll

Ved original Sepsityper metode suspenderes pellet videre med 300 pl destillert vann, sentrifugeres og
supernatant kastes fgr komplett ekstraksjon utfgres. Sa tilsettes 900 pl etanol, pr@gven sentrifugeres
og supernatant kastes. Etanol-rester fjernes ved gjentatt sentrifugering. Til pellet tilsettes lik mengde
mauresyre og acetonitrile, prgven sentrifugeres og 1l supernatant overfgres til MALDI-TOF plate,
dekkes med MALDI-TOF matrix og analyseres (4,6).

Rapid Sepsityper hand-on-time prosess tar 10 minutter, mens original Sepsityper metode tar omtrent
25 minutter (Figure 1).
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Figure 1: Sepsityper kit arbeidsflyt: bilde tatt fra www.bruker.com

2) VITEK MS RUO blodkultur kit baseres pa rensing av pellet ved hjelp av vakuum filter (18). Blod
lyseres med produsentens lysis buffer og lysat streammes ved hjelp av vakuum instrumentet gjennom
et filter. Nar lysat er fullstendig trekt inn i filteret, skylles mikrobielle celler pa filteret tre ganger med
vaskebuffer og tre ganger med deionisert vann gjennom nok et filter. Bakteriell film som gjenstar pa
filteret skrapes bort med Micro-Swab applikator og settes opp pa MALDI-TOF plate, dekkes med matrix
(bioMérieux) og analyseres (Figur 2). En blodkultur kan kjgres i triplikat ved en testing og hand-on-time
prosessen tar omtrent 20 minutter.

Micro-Swab
Apphcator

¢ b
d

Figure 2. Oppsummering av forbehandlings prosedyre for VITEK MS. Bildet tatt fra Fothergill A et al, J Clin
Microbiol 2013 (ref 18)

Begge kommersielle systemer er egnet for bruk pa bade MALDI Biotyper® (Bruker Daltonics) og VITEK
MS IVD (bioMérieux).

In-house metoder

Generelt er disse basert pa (i) lysering av blodceller og sentrifugering etterfulgt av (ii) tilsetting av
vann/vaskemiddel, og (iii) et nytt sentrifugeringstrinn for a fjerne ikke-bakterielle proteiner fra mediet
(Figure 3).
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Figure 3. Grunnleggende forbehandlings prosedyre for direkte identifikasjon av mikroorganismer fra
blodkulturflasker. Bildet tatt fra Faron ML et al, J Clin Microbiol, 2017 (ref 19)

In-house metodene bruker ulikt primaert volum av blod fra positive blodkulturflasker, de fleste bruker
1 ml, menaltfra1til6 mlerutprgvd (19). Laboratorieprosedyrer omfatter lysering med ulike reagenser
som 5% saponin, ammonium-chloride, trifluoroacetil acid (TFA), 10 x Triton og sterilt vann (5,6,8-10,19-
22). Lysert prgvemateriale sentrifugeres for isolering av pellet, supernatant fjernes og tilsettes vann,
etanol eller fysiologisk saltvann. Det sentrifugeres sa pa nytt og etter at supernatant er kastet ut, tgrkes
pelleten som gjenstar pa bunnen av Eppendorf rgret godt i romtemperatur fgr den settes opp pa
MALDI-TOF plate for identifikasjon. Flere studier har visst bedre identifikasjon dersom enkel
ekstraksjon med 70% maursyre blir utfgrt pa materialet som deponeres pa MALDI-TOF platen far
MALDI-TOF matrix tilsettes (7,9,17,23). | noen in-house metoder brukes komplett
ekstraksjonsprotokoll pa pellet, lignende original Sepsityper metode (6,10,11,20-22).

En annen in house prosedyre bruker sentrifugering av blod i rgr med separator gel (Clot activator og
gel BD Vacutainer tubes [Becton Dickinson] eller Z Serum Sept Clot Activator [Greiner Bio One,
Courtaboeuf, France]) for a separere bakteriell pellet og serum pa overflaten av polymerisk gel, mens
erytrocytter sedimenteres under laget med gel (11,24). Supernatant fjernes forsiktig for a unnga skade
det tynne laget av bakterier som fins pa overflaten av gelen. Bakteriellpellet suspenderes med 1,5 ml
av sterilt vann og overfgres til Eppendorf rgr hvor pellet er klar til standard ekstraksjonsprotokoll med
etanol, mauresyre og acetonitril etter to sentrifugeringstrinn og med pafglgende deponering av 1l
supernatant pa Maldi-tof plate.

Direkte identifikasjon fra polymikrobielle blodkulturflasker

Forekomst av positive blodkulturer med funn av to eller flere agens varierer fra 2-10,4% i
ulike studier (4-9). Ved testing av polymikrobielle blodkulturer med Sepsityper og in-house metoder
og avlesning pa MALDI-TOF MS Biotyper® med Standard Biotyper og pa VITEK MS IVD, blir ett agens
identifisert i 73,5-100 % tilfeller (4-9). Ved bruk av MBT IVD Sepsityper Modul, blir identifikasjon av to
agens i samme flaske vellykket i 28,3- 34,3% tilfeller (7,15). Identifikasjon av begge agens i 5 av 21
polymikrobielle blodkulturer var vellykket i kun en studie som brukte avlesning med MALDI-TOF
Standard Biotyper og vurdering av de 10 beste identifikasjonsforslag pa en spot (6).

Valg mellom kommersielle Sepsityper og in-house metoder

Det siste tiaret har flere studier sammenliknet Sepsityper og ulike in-house metoder (6,8,20-22).
Andelen identifiserte mikroorganismer var like hgye, og palitelighet av resultatene var like god for
Sepsityper (60,7- 97,8%) og in-house metoder (65- 96,7%) (Tabell 1). Kun en studie (25) som
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utelukkende analyserte direkte identifikasjon av anaerobe bakterier paviste en signifikant forskjell (i
favegr av in-house metoden): godkjent Sepsityper id til speciesniva (56,3%) og in-house saponin id-
basert metode (84,9%). Analysestiden angitt i studier varierer; for original Sepsityper metode 25-40
minutter og for in- house metoder varierende fra 10 — 100 minutter (Tabell 1). Det er nylig kommet
studier som beskriver en «Rapid Sepsityper»- metode (7,17) som utfgres pa 10 minutter, med enkel
ekstraksjon og med like palitelige resultater som original Sepsityper utfgrt med komplett ekstraksjon.
Studier som har utfgrt beregning av kostnadseffektivitet mellom Sepsityper (5,50 -8,90€; 7-15$) og in-
house metoder (0,40-0,72€; 0,50-1S) har vist klare gkonomiske fordeler ved bruk av in-house metoder
(5,6,8,20,22). Validering av in-house metoder bgr utfgres fgr metoden benyttes i rutinediagnostikk og
den baserer seg hovedsakelig pa en vurdering av oppnadd samsvar mellom identifikasjoner fra direkte
testing og fra kolonier. Andre faktorer som bgr tas hensyn til er reproduserbarheten av metoden, hvor
teknisk krevende den er, og hvor lett kan den implementeres i daglig arbeid, samt om det er stabil
tilgang til reagenser som brukes til testingen.

PROBLEMOMRADE 4

Tolkning av Maldi-tof resultater |

Vurdering av resultater i forhold til score-verdier

Det finnes ingen standardisert anbefaling for tolkning av score-verdier ved direkte identifikasjon fra
blodkulturer. De fleste studier utfgrt pa MALDI-TOF MS har brukt MALDI Biotyper standard avlesning,
hvor sikker species-identifikasjon pavises med score >2,0, for genus med score <2,0 og >1,7, mens
ingen identifikasjon har score <1,7 (20-22,24,26). Tolkning av resultater med score verdier <1,7 kan
likevel gi palitelige identifikasjoner samsvarende med endelig MALDI-TOF resultater fra kolonier:
senkning av score-verdier til >1,5 eller >1,6 for sikkert genus og >1,7 eller >1,8 for sikkert species
identifikasjon har generelt nesten ikke gitt feil identifikasjoner (Tabell 1), (4-11,17,25). Sannsynligheten
for riktig identifikasjon er enda st@rre hvis man inkluderer en konsistens-regel om at minst tre eller fire
av de fgrst foreslatte identifikasjoner fra topp 10 forslag pa ett spot viser samme species (4,11).
Produsenten av VITEK MS har ikke satt opp faste anbefalinger for tolkning av resultater og disse
forventes til a bli etablert av selve brukeren. | studier som har brukt VITEK MS har dette gitt varierende
konsistens tolkninger: fra >75% hvis ingen konflikt resultat i andre spot av samme prgve (18) til >90%
for genus og >98% for species niva hvis kun en spot analyseres (6,23). | en av de nyeste studier, utfgrt
fra bakteriekolonier, var konsistenssamsvar i omradet 60-99% alle tolket som et hgyt konsistensniva
pa species niva. | tilfeller der to, tre eller fire species av samme genus har likt konsistenssamsvar, ble
identifikasjon tolket kun pa genus niva, mens > fire ulike species med lik konsistens ble tolket som
ingen identifikasjon (16). Ved bruk av kun IVD/CE databasen kan tolkningen likevel gjgres av VITEK MS
systemet: Da angis det en % sannsynlighet for korrekt ID, og en fargekode som indikerer sikkerheten
av funnet (personlig kommunikasjon med E. Nilsen, Molde sykehus). Sammenligning av resultater for
bakterieidentifikasjoner utfgrt ved hjelp av de nyeste MALDI-TOF MS systemer, dvs. MALDI-TOF MS
sirius (Bruker Daltonics) og VITEK MS PRIME (bioMérieux) viste like hgye identifikasjonsnivaer for
systemene (98,9% vs. 97,9%, henholdsvis) (16).

PROBLEMOMRADE 5

Tolkning av Maldi-tof resultater Il

Vurdering av resultater i forhold til foreslatt identifikasjon
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Hgyere identifikasjonsrate er pavist i positive blodkulturflasker for Gram negative

(87,2-98,5%) sammenliknet med for Gram positive bakterier (52-92%) i de fleste av studier. (Tabell 1),
Dette skyldes sannsynligvis strukturforskjeller i celleveggen som gir en stgrre utfordring ved
ekstraksjon av masse/protein hos Gram positive bakterier.

Ved hgye score-verdier >2,0 er identifikasjon palitelig pa species-niva, og det er ikke ngdvendig a
sette opp ny MALDI-TOF fra oppvekst pa faste medier. | tilfeller der f@rste og andre forslag av

de 10 beste identifikasjonsforslag kommer med score >2,0, men hvor det samtidig angis ulike species
av samme genus, kan identifikasjon pa genus-niva godkjennes. Ved score verdier >1,7 og hvor samme
species er angitt med minst fire fgrste forslag, kan identifikasjon pa speciesniva kan godkjennes, og det
kan det vurderes om det er ngdvendig a sette opp ny identifikasjon fra kolonier, f.eks. ved funn av en
uvanlig patogen eller manglende fenotypisk samsvar. Ved score >1,7 og samtidig forslag om ulike
species, men fortsatt samme genus, kan forelgpig identifikasjon gis ut pa genusniva, og ny MALDI-TOF
gjores fra kolonier. Score pa >1,7 med samtidig funn av ulike genus er uvanlig, men kan forekomme
f.eks. innen Enterobacterales (Klebsiella spp/Citrobacter spp/Enterobacter spp kombinasjon). Da kan
forelgpig identifikasjon gis ut som Enterobacterales. | noen av disse tilfellene kan det vaere spgrsmal
om polymikrobiell blodkultur og dette bgr undersgkes ved oppvekst pa faste medier, saerlig hvis
mikroskopi ikke gav indikasjon pa dette.

Det finnes generelt ingen betydelige forskjeller i tolkning av id-resultater oppnadd direkte fra positiv
blodkulturflaske direkte sammenliknet med de som er oppnadd fra koloni. Men identifikasjonen av
noen arter pavirkes mer enn andre nar identifikasjon utfgres direkte fra blodkulturflasker
sammenliknet med identifikasjon fra koloni: eksempler er differensiering mellom S. pyogenes og
S.dysgalactiae, og mellom S. pneumoniae og andre viridans streptokokker i S. mitis-gruppen.
Tilleggstester som kan utfgres direkte fra blodkulturflasker, som agglutinasjons tester, kan veere
avklarende, men disse bgr retestes fra kolonier. Utsading fra blodkulturflasker til blodagarskal med
optochin lapp hjelper til & skille mellom S. pneumoniae og andre streptokokker i S. mitis-gruppen.
Sikker identifikasjon av mikroorganismer som er vanskelig a skille ved identifikasjon fra kolonier og
som krever tilleggstekster blir like krevende ved direkte testing fra blodkulturflasker. Eksempler er N.
meningitidis (skilles ikke sikkert fra apatogene Neisseria spp), Listeria monocytogenes (har spektral
profil som ligner mye til L. inocua, L. ivanovii og andre), og ved pavisning av disse ved direkte
identifikasjon, ogsa ved hgye score verdi >2,0, bgr tilleggstester som PCR direkte fra blodkulturflaske
og fenotypiske tester fra kolonier utfgres for endelig identifikasjon.

Ved god teknisk utfgrelse av in-house eller Sepsityper metoder kan palitelig identifikasjon med hgye
score verdier >2,0 forventes for S. aureus, Enterobacterales, Pseudomonas spp, Acinetobacter spp,
Haemophilus influenzae, Enterococcus spp, Bacteroides spp, Clostridium spp, Lactobacillus spp,
Bifidobacterium spp, Capnocytophaga spp (inkludert C. canimorsus), Listeria spp, Bacillus cereus
gruppen, Stenotrophomonas maltophilia, etc. Score-verdier <2,0, men id fortsatt i godt samsvar med
endelig identifikasjon, er observert ved funn av blant annet av Aerococcus spp, Prevotella spp,
Fusobacterium spp, Finegoldia magna, Actinotignuum spp, Francisella tularensis, og kan muligens
forklares med lavere konsentrasjon av mikroorganismer ved utlgsning av positivt signal. Generelt sett,
ved score-verdier som er 1,4 eller mindre anbefales forsiktighet ved tolkning (f.eks. ved score= <1,4
Lactobacillus spp kan veere feildentifikasjon til tross for flere forslag om samme genus).
Mikroorganismer som representerer kontaminasjon med hudflora (koagulase-negative stafylokokker,
Cutibacterium spp, Micrococcus spp, Corynebacterium spp) og vokser kun i 1 av flere blodkulturflasker,
gir i de fleste av tilfeller lavere score verdier - <1,7, eller ingen palitelig identifikasjon (score <1,4), pa
grunn av lave bakteriekonsentrasjoner.

Vedlegg: Tabell 1
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Vedlegg: Tabell 1

Referanse Metode Sensitivitet (%) Estimert tid til
utfgrelse (hand-on-

time)
Kommersielle metoder

Schubert et al, 2011 Sepsityper kit on Biotyper (Bruker, Daltonics) species: 60,7 sc »1,7 Sepsityper:25 min
B6,5 sc>1,5

{»=3 identiske D)}

Chen et al, 2013 Sepsityper kit on Microflex LT Biotyper (Bruker Daltonics) wvs.  genus: 97,8 sc 1,6 Sepsityper: 30
min
Vitek M5 IVD (bioMerieux) genus: 92,9
med
{n= 181 monomikrobielle blodkulturer) konsistens samsvar >00%
Fothergill et al, Vitek M5 RUD system on Vitek MS {BioMérieux) species: 73% Vitek M5: 15
min
2013 lysering/filtrerings metode confidence match >75%
Lagacé-Wiens et al, Sepsityper kit on Biotyper (Bruker Daltonics) species: 83,6 sc »1,7 Sepsityper: 30 min
2012
Cordovana et al, Rapid Sepsityper kit on Biotyper (Bruker Daltonics) species: 86,3 sc »1,6 Rapid Sepsityper:
2020 med enkelt ekstraksjon {mauresyre) (av disse, 93,3% sc >1,8) 10 min

Kommersielle metoder/vs. in-house metoder

Chen et al, 2013 Sepsityper kit vs. in-house saponin lysis + protein ekstraksjon  genus: 93,5 vs. 96,7 (total)  Sepsityper: 30

min

Gram neg: 94,1 vs 98,5 In-house: 30 min
Gram pos: 92 vs_ 92
Witek M3 IVD vs. in-house saponin lysis + protein ekstraksjon  genus: 88 vs. 88 (total)
{n=22 monomikrobielle bladkulturer) Gram neg: 92 5vs. 92,6
Gram pos: 76 vs. 76
Martiny etal, 2012  Sepsityper kit vs. genus: 71,250 =1.7; 7B sc=1,4  Sepsityper: 40 min
In-house saponin lysis genus: 72,9 sc»1,7; 86,4 sc »1,4 In-house: 20 min
Yonetani et al, 2016 Sepstityper kit vs. genus: 78,5 sc *1,7 Sepsityper: 30
min
in-house saponin lysis vs. genus: 76,4 sc =17 In-house: 30 min
in-house sentrifugerings metode genus: 68,7 sc »1,7 In-house: 50 min

(+ protein ekstraksjon for alle metoder)

Saffert et al, 2012 Sepsityper kit vs. genus:7e sc>1,7; 83 sc>1,5 Sepsityper: 30

min

in-house 5D5- lysis metode vs. genus:76 sc»1,7; B6 sc »1,5 SD5-lysis: 30 min
in-house sentrifugerings metode genus:65 sc>1,7; 68 sc »1.5 sentrifug: 30 min
[+ protein ekstraksjon for alle metoder)
Ponderand et al, Sepsityper kit standard vs. species: 74,6 sc >1,6 Sepsityper: 30 min
2020 Rapid Sepsityper med enkelt ekstraksjon vs. species: 71,4 sc »1,6 Rapid | 210 min

Rapid Sepsityper uten ekstraksjon species: 64,3 sc »1,6 Rapid Il 10 min
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Jeverica etal, 2018 Sepsityper kit vs. in-house saponin metede
{kun direkte id av anaerobe bakterier)

Gaudio et al, 2018  Sepsityper kit vs. in-house SELTERS metode

(Triton X-100 + 0,1% SDS lysis + protein ekstraksjon)

(Triton X-100 + 1,8% SDS lysis)
min

In-house metode: sentrifugering i rgér med separator gel

Moussagu) et al, 2010 gel Vacutainer tube (BD Dickinson) og

Vacuette © Z Serum Sep Clot Activator tube

{Greiner Bio-One) + protein ekstraksjon

Stevensen et al, 2010 Vacuette Z serum separator rgr
min

med clot activator (Greiner Big-One) +
95%
lysis reagens NH4Cl + protein ekstraksjon

in-house metode: sentrifugering + lysis reagens

Simon et al, 2019 In-house: Triton X-100 lysis

Forster et al, 2022 In-house lysis/sentrifugering (VITEK M5) i

Eppendorf rér med enkelt ekstraksjon
{mauresyre)

Christner et al, 2010
min

In-house: sentrifugering (flere trinn) + lysis
{destilert vann) + protein ekstraksjon

vurdert,

Jakovljev og Bergh, 2015  In-house: saponin Jysis med enkelt
ekstraksjon (mauresyre)

species: 56,3 vs. 84,9 5c>1.6 sepsityper: 30 min
Gram neg: 46,5 vs. 100 In-house: 20 min
Gram pos: 70,8 vs. 625

genus: B7,1ys B6,25c 1,7 sepsityper: 20 min
Gram neg: 90.1 vs. 87,6 In-house: 45

Gram pos: 84 6vs_ B2 8

genus: 86 4% (total] In-house 1I: 10

species: 89,6 In-house: 45 min

_{>=4 identiske 1D med

ccore>1,4)
19,8% sc<1,7 (av 212 pos blk) In-house: 50
170 blk sc> 1,7 med

samsvar med endelig ID

species: 80,5 5c >1,5 In-house: 10 min
Gram neg: 90,5
Gram pos: 75,6
species: 74,4 in-house: 15 min
konsistens samsvar »= 99%
Gram neg: 91,4

Gram pos: 65,9

277 av 304 pos blk med 95% In-house: ca 100
samsvar med endelig ID

(alle sc verdier

15 blk med feil ID har sc: 1,26 til 1,42}
species: 81,9 5sc»1,7; 89,3 5c »1,5  In-house: 25 min®

Gram neg: 91 sc>1,7; 94 sc=1.5
Gram pos: 74,4 sc>1,7; 85,4 5c>1,5

*Etter innfgring av nye Lytic Anasrobic blodkulturflasker som inneholder saponin, utelates det trinn med tilsettelse av 5%
saponin [etter internt validering). Metoden er pa den mate forkortet til ca. 15 minutter. Det tilsettes fortsatt saponin ved

arbeid med aerobe positive blodkulturflasker.
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Sammendrag 07 Aerobe fakultative bakterier

|dentifikasjon av aerobe og fakultative bakterier

- presisjon av identifikasjon, behov for supplerende fenotypisk testing og rapportering av svar

Forfatter: Aasmund Fostervold, overlege, mikrobiologisk avdeling, Stavanger Universitetssjukehus

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 — IDENTIFIKASJON AV ESCHERICHIA COLI/E.FERGUSONII/SHIGELLAE
Differensering mellom E. coli, diarefremkallende E. coli og Shigella spp. hos stammer isolert fra fokus utenfor
Gl-traktus er bare ngdvendig nar det er klinisk mistanke om at stammen har sammenheng med gastrointestinal
infeksjon. | andre kliniske sammenhenger kan funnet rapporteres som E. coli uten ytterligere testing.
Identifisering av E. fergusonii ansees ikke ngdvendig. Fenotypisk differensiering av Shigella/EIEC: Tre-rgrs
forgjeering [11] og/eller kommersielt identifikasjonssystem (F.eks. API20E, Vitek2) kombinert med Shigella-
antisera. Misidentifikasjon med fenotypiske metoder forekommer. Derfor anbefales molekylaere metoder
(f.eks. ipaH-gen PCR) for endelig avklaring.
ANBEFALING 2 —IDENTIFIKASJON AV SALMONELLA SPECIES
Anbefalt metode for serotyping er et utvalg av antisera som kan identifisere tyfoid feber variantene samt de
vanligste non-tyfoid variantene. Kan kombineres med kommersiell fenotypisk identifikasjon eller utvidet 3-rgrs
forgjgring, seerlig dersom en ikke har antisera tilgjengelig lokalt.
ANBEFALING 3 —IDENTIFIKASJION AV YERSINIA SPECIES
i.Y. enterocolitica: Anbefalt fenotypisk metode for serotyping er et utvalg av antisera som
kan identifisere O:3 og 0:9. Stammer med sikker eller uklar patogenisitet sendes FHI.
ii.Y. pseudotuberculosis: Ingen serotyping lokalt, stammen sendes FHI for karakterisering.
iii.Differensiering av Y.pseudotuberculosis og Y.pestis: Vurder journal og kliniske
opplysninger. Kontakt kliniker for @ bekrefte eller avkrefte mistanke om pest. Dersom
pest ikke kan utelukkes kontakt FHI. Videre handtering av stammen | henhold til lokale
prosedyrer.

ANBEFALING 4 —IDENTIFIKASJON AV KLEBSIELLA PNEUMONIAE

Ingen fenotypisk differensiering innen Klebsiella species- kompleks (KpSC) er ngdvendig. Dersom gnskelig kan
svar rapporteres som K. pneumoniae species kompleks dersom beste score er K. pneumoniae eller annen art i
KpSC.

ANBEFALING 5 —IDENTIFIKASJON AV KLEBSIELLA OXYTOCA/K.INDICAE/RAOULTELLA

Ingen fenotypisk differensiering innenfor KoSC ngdvendig. Dersom gnskelig kan svar rapporteres som K.
oxytoca species kompleks dersom beste score er K. oxytoca eller annen art i KoSC.

Differensiering av KoSC/Raoultella species: Ved klinisk viktige isolater og/eller resistens mot 3. generasjons
cephalosporiner, suppler med fenotypisk identifikasjon (VITEK2 el lign.) og vurder resultat av enkelttester, evt.
suppler med vurdering av id-score. Evt. kommenter forbehold om artsidentifikasjon i svaret.

ANBEFALING 6 —IDENTIFIKASJON AV ENTEROBACTER CLOACAE
Ingen fenotypisk differensiering innenfor Enterobacter cloacae -kompleks (EcC) er ngdvendig. Dersom gnskelig
kan svar rapporteres som EcC dersom beste score tilhgrer art innenfor EcC

ANBEFALING 7 —IDENTIFIKASJON AV SERRATIA SPP.

Ingen fenotypisk differensiering innenfor Serratia marcescens kompleks (SmC ) eller Serratia liquefaciens -
kompleks (SIC) er ngdvendig. Dersom gnskelig kan svar rapporteres som SmC eller SIC dersom beste score
tilhgrer art innenfor det respektive kompleks.

ANBEFALING 8 —IDENTIFIKASJION AV AEROMONAS
Ingen fenotypisk differensiering tilgjengelig. Besvares som Aeromonas sp.

ANBEFALING 9 —IDENTIFIKASJON AV NEISSERIA

Identifikasjon av N. gonorrhoeae aksepteres som hovedregel etter produsents kriterier. Fenotypisk
identifikasjon er som hovedregel ikke ngdvendig. Mange tilfeller vil uansett ha molekylaert pavist N.
gonorrhoeae i prgve fra samme lokalisasjon. Gitt kliniske og sosiale konsekvenser av et funn, bgr det vaere lav
terskel for supplerende testing med molekyleer metode, dersom dette ikke allerede er utfgrt. Dette gjelder
seerlig ved funn i luftveiene.
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Identifikasjon av N. meningitidis kan aksepteres etter produsents kriterier som forelgpig identifikasjon, saerlig
ved alvorlig klinikk og/eller isolat fra sterilt omrade (f.eks. blod og cerebrospinalvaeske). Vurder kliniske
opplysninger og kontakt evt. rekvirent for ytterligere avklaring av klinisk mistanke. Vurder 16S rRNA eller
malrettet PCR ved behov for rask avklaring. Serogrupping bgr gjgres som standard for 3 skille A,C,Y og W fra B,
og andre sergrupper/ikke typbare stammer.

Ved funn i genitalia vurder mulighet for uretrittassosiert N. meningitidis. Suppler med molekylzer testing (f.eksl.
16S rRNA eller malrettet PCR). Ved funn i andre lokalisasjoner suppler med kommersiell fenotypisk test (f.eks.
API-NH) dersom funnet kan ha klinisk relevans.

MALDI-TOF MS identifisering av andre Neisseria spp kan aksepteres etter produsents kriterier. Ved alvorlig
klinikk og/eller isolat fra sterilt omrade (f.eks. blod og cerebrospinalvaske) vurder & supplere identifikasjon
med molekylaer identifikasjon (f.eks. 16S rRNA eller malrettet PCR).

ANBEFALING 10 —IDENTIFIKASJON AV STREPTOCOCCUS DYSGALACTIAE/S.CANIS
Alle isolater Lancefield-agglutineres. Lancefield-gruppe C rapporteres som S. dysgalactiae uten subspecies. Ved
Lancefield gruppe G og behov for ytterligere differensiering utfgres CAMP-test.

ANBEFALING 11 —-IDENTIFIKASJON AV STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE OG ANDRE
VIRIDANSSTREPTOKOKKER

Generelt kan Maldi-TOF identifikasjon av viridansstreptokokker om gnskelig rapporteres pa
gruppeniva dersom beste score tilhgrer art innenfor den respektive gruppen. Maldi-TOF MS
identifikasjon av andre non-hemolytiske streptokokker kan aksepteres etter produsentens kriterier.

S. pneumoniae kan primeert identifiseres etter produsentens kriterier. Supplerende identifikasjon
gjeres med klassisk morfologi (hvis til stede) og optochin-fglsomhet og er seerlig aktuelt ved klinisk
viktige isolat og/eller der det utfgres resistensbestemmelse. Ytterligere fenotypisk identifikasjon kan
gjeres med galleopplaselighetstest ved trang optochin-sone eller utypisk kolonimorfologi og/eller
resistensmeanster — seerlig aktuelt for isolat direkte fra luftveispraver.

ANBEFALING 12 —IDENTIFIKASJON AV BACILLUS CEREUS/ANTHRASIS

Bacillus anthracis kan ekskluderes ved pavist motilitet og beta-hemolyse, dersom dette utfgres korrekt. Vurder
journal og kliniske opplysninger. Kontakt kliniker for a bekrefte eller avkrefte mistanke om anthrax. Dersom
anthrax ikke kan utelukkes kontakt FHI. For andre arter i BcG kan disse om gnskelig rapporteres som Bacillus
cereus dersom beste score er B. cereus eller annen art i BcG

PROBLEMSTILLING OG AVGRENSNING:

Oppgitt tema er «Behov for supplerende identifikasjon der MALDI-TOF MS» har kjente begrensninger.
Sikker identifikasjon av mikrober i medisinsk mikrobiologisk laboratorium har flere formal. Jeg tar her
utgangpunkt i behov knyttet til;

1. Diagnostisering av infeksjon:
Her skal man i farste rekke skille mellom arter av ulik patogenisitet (f.eks. Neisseria meningitis og
Neisseria cinereae), mens det i noen tilfeller ogsa er nadvendig & kunne bekrefte at det er samme
art som er funnet i to ulike prever, f.eks. ved funn av alfahemolytiske streptokokker og mistanke
om endokarditt, eller ved kontroll for persisterende bakteriemi.

2. Resistensbestemmelse og valg av antibiotikabehandling:
Brytningspunkter for resistensbestemmelse er arts og/eller gruppespesifikke. Enkelte arter kan
ogsa iboende resistensmekanismer som kan pavirke tolkning av resistensbestemmelsen og valg
av antibiotikabehandling.

Utvalget av problemomrader og inkludering av ulike arter er gjort med tanke pa forekomst og klinisk
betydning. Jeg har valgt & legge til anbefaling om hvordan svar skal rapporteres.

Leverandgrene av MALDI-TOF MS oppdaterer sin programvareportefglie og databaser hyppig, slik at

vitenskapelige publikasjoner kan henge etter, med tanke pa hva som er reelt presisjonsniva for den
aktuelle kombinasjonen av programvare og database det enkelte laboratoriet har installert. Det finnes
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ogsa en rekke publikasjoner som viser at man ved a modifisere de kommersielle bibliotekene kan
oppna vesentlig bedre presisjon. Nar og om dette implementeres av produsentene er vanskelig a ha
oversikt over. Forhapentligvis gir databaseforbedringer og introduksjonen av IVD-godkjente system
stadig bedre presisjon, selv om det finne eksempler pa det motsatte. [1]

Pa grunn av den kontinuerlige utviklingen pa feltet er utvalget av bakterier og anbefalingene for
supplerende tester ment som et forslag og ikke ngdvendigvis en anbefaling om at supplerende testing
ma utfgres. Mange av «problem-mikrobene» tilhgrer «kkompleks» eller «grupper» bestdende av nzert
beslektede arter, hvor mange av artene p.t ikke finnes ikke MS-databasene.

Jeg har pregvd & fokusere pa differensiering som er klinisk relevant med et gye for at rapporteringen
blir mest mulig konsistent fra prave til prave. | en del tilfeller er det nok mulig a identifisere enkelt arter
i en gruppe eller et kompleks, men det krever normalt veldig god id-score. For & unnga a matte gjere
gjentatte identifikasjonsforsgk, eller noen ganger svare ut med art og andre ganger med gruppe eller
kompleks har jeg generelt valgt a foresla rapportering som gruppe eller kompleks der det er
hensiktsmessig.

PROBLEMOMRADER - VED BRUK AV MALDI-TOF MED BEHOV FOR SUPPLERENDE
FENOTYPISKE ID-TESTER. RAPPORTERING FOR VISSE VANLIGE/VIKTIGE AEROBER OG
FAKULTATIVE ANAEROBER

Escherichia coli/ E. fergusonii/ Shigella

E. coli og Shigella spp. tilhgrer utfra fylogenetiske analyser samme art, hvor Shigella representerer en
distinkt patotype som forarsaker diare. Det finnes imidlertid ogsa en rekke diarefremkallende E. coli
patotyper som kan gi lignende klinisk bilde. [2] Korrekt identifikasjon av Shigella spp. og
diarefremkallende varianter av E. coli er viktig for valg av behandling og eventuelle smitteverntiltak.
[3] Fenotypiske metoder er ikke egnet til & identifisere andre diarefremkallende E. coli enn Shigella og
Enteroinvasiv E. coli (EIEC).

Shigella og EIEC har som fellestrekk at de er «inaktive», dvs. laktose-negative, gass-negative, non-
motile og non-hemolytiske, men dette kan ogsa forekomme hos andre E. coli. [4] Positive tester er a
anse som «rule out» med hensyn til Shigella spp., mens enkelte EIEC-stammer kan ha en eller flere
av de nevnte testene positive. Algoritme baserte kommersielle identifikasjonssystem som (API20E,
Vitek2, Phoenix) kan derfor feilaktig bekrefte Shigella spp. (inaktiv E. coli) og avkrefte EIEC.

Ved utvidet fenotypisk testing (f.eks. «tre r@r» [5]) er positiv Lysin decarboxylase (LDC) test rapportert
a kunne ekskludere bade Shigella spp. og EIEC. Fenotypisk differensiering mellom Shigella spp. og
EIEC vanskelig uten bruk av molekyleere metoder. [6] Renkultur av mistenkte isolater sendes
referanselaboratoriet ved FHI. [7]

E. fergusonii er beskrevet som arsak til infeksjon hos mennesker (urinveisinfeksjon, bakteriemi, diare
mm.) men klinisk betydning og forekomsten er sparsomt kartlagt. [4] Arten har et distinkt metabolsk

menster og kan identifiseres av kommersielle identifikasjonssystem som har arten inkludert, selv om
det ma bemerkes at fa isolat har veert inkludert i aktuelle publikasjoner. [8]

Med hensyn til prevalens av diarefremkallende E. coli og Shigella spp. utenfor urinveiene sekvenserte
Gladstone et. al. 3255 norske blodkulturisolat fra perioden 2002-2017, fenotypisk identifisert som E.
coli. [9] | dette materialet ble det ikke funnet Shigella spp. eller andre Escherichia spp. Det ble funnet
to shigatoxin-produserende E. coli isolat med utgangspunkt i urinveiene, hybrider mellom
urinveispatogen E. coli og enterohemorragisk E. coli. [10] Differensiering er sannsynligvis ikke
ngdvendig for stammer isolert utenfor Gl-traktus, men mindre det klinisk dreier seg om gastrointestinal
infeksjon. [4, 11]

Forslagq til anbefaling: Differensiering mellom E. coli, diarefremkallende E. coli og Shigella spp. hos
stammer isolert fra fokus utenfor Gl-traktus er bare ngdvendig nér det er klinisk mistanke om at
stammen har sammenheng med gastrointestinal infeksjon. | andre kliniske sammenhenger kan funnet
rapporteres som E. coli uten ytterligere testing. Identifisering av E. fergusonii ansees ikke ngdvendig.
Fenotypisk differensiering av Shigella/EIEC: Utvidet tre-rars forgjeering og/eller kommersielt
identifikasjonssystem (F.eks. API20E, Vitek2) kombinert med Shigella-antisera. Misidentifikasjon med
fenotypiske metoder forekommer. Derfor anbefales molekyleere metoder (f.eks. ipaH-gen PCR) for
endelig avklaring. Renkultur av mulige Shigella /EIEC isolater sendes referanselaboratoriet ved FHI for
karakterisering.
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Salmonella species

Klinisk er det viktig & kunne identifisere serovarianter av Salmonella enterica subspecies enterica
assosiert med tyfoid feber da disse er assosiert med et alvorligere, og ofte invasivt forlgp (Salmonella
Typhi og Salmonella Paratyphi). Forekomsten av disse Norge er 10-20 tilfeller per ar, i all hovedsak
knyttet til utenlandssmitte (MSIS). Renkultur av alle Salmonella spp. isolater sendes
referanselaboratoriet ved FHI for karakterisering. [7]

Tyfoid Salmonella kan mistenkes pa bakgrunn av biokjemiske testsystem med bgr suppleres med
serotyping. Reiseanamnese og evt. funn av isolatet i blodkultur eller beinmarg harer med til
vurderingen. Serotype kan bestemmes fenotypisk ved agglutinering mot et utvalg av antisera. [4]
Tidligere har det veert anbefalt at laboratorier som gjer Salmonella dyrkning i feces har antisera for &
pavise Salmonella Typhi og Salmonella Paratyphi, samt de vanligste non-tyfoid variantene. [7]

Forslagq til anbefaling: Anbefalt metode for serotyping er et utvalg av antisera som kan identifisere
tyfoid feber variantene samt. de vanligste non-tyfoid variantene. Kan kombineres med kommersiell
fenotypisk identifikasjon eller utvidet 3-rars forgjoring, seerlig dersom en ikke har antisera tilgjengelig
lokalt. Renkultur av Salmonella spp. isolater sendes referanselaboratoriet ved FHI.

Yersinia species

Et fatall av 50+ serotyper av Yersinia enterocolitica kan forarsake Gl-sykdom med diare og feber, i
Norge i all hovedsak serogruppe O:3 (og O:9). Differensiering mellom patogen og apatogene
serotyper er mest relevant ved funn Y. enterocolitica i feces. Pavises sveert sjelden i andre
provematerialer. Pavisning av patogene serotype kan bestemmes fenotypisk ved agglutinering mot et
utvalg av antisera. [4] Tidligere har det veert anbefalt at laboratorier som gjer Yersinia dyrkning i feces
har antisera for & pavise serogruppe O:3 og O:9. [12] Yersinia spp. stammer med sikker eller uklar
patogenisitet sendes referanselaboratoriet ved FHI for karakterisering. [7]

Forslaq til anbefaling: Anbefalt fenotypisk metode for serotyping er et utvalg av antisera som kan
identifisere O:3 og O:9. Mest aktuelt for laboratorier som tilbyr fecesdyrkning. Stammer med sikker
eller uklar patogenisitet sendes referanselaboratoriet ved FHI.

Yersinia pseudotuberculosis kan gi Gl-sykdom med diare og feber pa4 samme mate som Y.
enterocolitica. Sjelden pavist i Norge, de vanligste patogene serogruppene er O:1 og 0:3. Det
urimelig a forvente at laboratoriene skal ha antisera for en sa sjelden patogen. Isolater sendes
referanselaboratoriet ved FHI for karakterisering. [7]

Forslaq til anbefaling:Ingen serotyping lokalt, stammen sendes referanselaboratoriet ved FHI for
karakterisering.

Langt viktigere er det & kunne skille Y. pseudotuberculosis fra Y. pestis som forarsaker pest. Det har
ikke veert rapportert om pesttilfeller i Norge, tilstanden har veert meldepliktig til MSIS siden 1975.
Ansees som en zoonose men er ogsa relevant som bioterroragens. Reiseanamnese, klinisk bilde og til
en viss grad prgvematerialet stammen er isolert fra kan gi mistanke. Konsulter FHI ved fgrste
mistanke. Tilstanden er varslingspliktig etter MSIS forskriften. Mistanke om bioterror utlaser ogsa
CBRE regelverket. [13] Alt arbeid med prgvematerialer og levende kulturer med mistenkt Y. pestis
skal forega i BSL3 fasiliteter.

Rudrik et al. viste i studie fra 2017 at ved bruk av Bruker Biotyper og Vitek MS var det kun Brukers
SR-bibliotek som kan identifiserer Y. pestis. Stammene ble ellers feilidentifisert som Y.
pseudotuberculosis. [14] De fleste biokjemiske id-systemer kan gjenkjenne mikroben, men gjar bruk
av levende mikrober som kan veere problematisk med tanke pa & overholde BSL3-sikkerhetstiltak.
[15]

Forslaq til anbefaling for differensiering av Y. pseudotuberculosis og Y. pestis:

Vurder journal og kliniske opplysninger. Kontakt kliniker for & bekrefte eller avkrefte mistanke om pest.
Dersom pest ikke kan utelukkes kontakt FHI. Videre handtering av stammen | henhold til lokale
prosedyrer.
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Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae species kompleks bestar p.t. av seks naert beslektede arter- K. pneumoniae sensu
stricto, K. variicola, K. quasipneumoniae, K. quasivariicola og K. africana. Differensiering av artene er
mulig med MALDI-TOF, men artsdatabasene inneholder ikke alle artene slik at feilidentifikasjon
mellom artene i artskomplekset forekommer. Det finnes ingen gode fenotypiske tester for
differensiering innad i artskomplekset. Klinisk eller for resistensbestemmelse er det heller ikke
ngdvendig. Nakkeltest for skille mot K. oxyfoca er negativ indol-test. [16-18]

Forslag til anbefaling: Ingen fenotypisk differensiering innen KpSC ngdvendig. Dersom gnskelig kan
svar rapporteres som K. pneumoniae species kompleks dersom beste score er K. pneumoniae eller
annen art i KpSC.

Klebsiella oxytoca/K. indicae /Raoultella

K. oxytoca species kompleks (KoSC) bestar p.t. ni arter — K. oxytoca sensu stricto, K. grimontii, K.
huaxiensis, K. michiganensis, K. pasteurii, K. spallanzanii, og tre nye ikke navngitte arter. | tillegg
finnes naert beslektede K. indicae og gruppen med Raoultella ornihinolytica, R. planticola, R. electrica
og R. terrigena. Klinisk er K. oxytoca hyppigere rapportert som humanpatogen, sammenlignet med
Raouiltella spp. uten at Raoultella spp. av den grunn kan ansees apatogen. R. ornithinolytica og R.
planticola er hyppigst pavist hos mennesker. [19] Det finnes lite data om R. electrica og K. indicae.

For resistensbestemmelse er viktig & skille KoSC fra Raoultella spp., da fgrstnevnte har en OXY-type
kromosomal betalaktamase som kan hyperproduseres og gi en ESBL-lignende fenotype.[20] Slik
hyperproduksjon er beskrevet for K. oxytoca og K. michiganensis men det er rimelig a tro at dette
ogsa kan gjelde for de andre artene i KoSC.

Differensiering av artene i KoSC mulig med MALDI-TOF, men artsdatabasene inneholder ikke alle
artene slik at feilidentifikasjon mellom artene i artskomplekset forekommer. Det finnes ingen gode
fenotypiske tester for differensiering innad i artskomplekset. Klinisk eller for resistensbestemmelse er
det heller ikke nadvendig. Nekkeltest for skille mot KpSC er indol (positiv). [21]

Differensering mellom KoSC og Raoultella spp. kan vaere problematisk bade biokjemisk og ved bruk
av MALDI-TOF. de Jong et. al. viste i en studie fra 2013 god treffsikkerhet for differensiering mellom
KoSC og R. species ved bruk av en 10% differensieringsregel. [22] Dersom beste identifikasjonstreff
var Raoultella sp. og scoredifferansen til beste KoSC treff var >10% (f.eks 2,3 vs 2.0; differanse 0,3
(13 %)) ble identifikasjonen akseptert. | motsatt tilfellet kunne KoSC aksepteres sa lenge det var beste
treff. [22-24]

Forslag til anbefaling: Ingen fenotypisk differensiering innenfor KoSC nadvendig. Dersom anskelig
kan svar rapporteres som K. oxytoca species kompleks dersom beste score er K. oxytoca eller annen
art i KoSC..

Differensiering av KoSC/Raoultella species: Ved klinisk viktige isolater og/eller resistens mot 3.
generasjons cephalosporiner, suppler med fenotypisk identifikasjon (VITEKZ2 el lign.) og vurder resultat
av enkelttester, evt. suppler med vurdering av id-score. Evt. kommenter forbehold om
artsidentifikasjon i svaret.

Enterobacter cloacae

Enterobacter cloacae Complex (EcC) bestar p.t. av minst ni arter; E. cloacae, E. asburiae, E.
hormaechei, E. kobei, E. ludwigii, E. mori, E. bugadensis. E. nimipressuralis, og E. roggenkampii.
Avhengig av metode kan E. hormachei deles enten tre separate species, nesten som et eget
artskompleks (E. xiangfangensis, E. hoffmanii, og E. hormaechei) eller som fem subspecies av E.
hormaechei (subsp. steigerwaltii, xiangfangensis, hoffmanii, oharae, og hormaechei). E. hormaechei
er sterkest assosiert til sykehuservevet infeksjon og antibiotikaresistens. [25-28]
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Differensiering innenfor EcC sannsynligvis mulig med fullstendige databaser, men presisjonen er
ukjent. Det finnes ingen gode fenotypiske systemer for differensiering innenfor EcC. [28, 29]

Forslag til anbefaling. Ingen fenotypisk differensiering innenfor EcC ngdvendig. Dersom gnskelig
kan svar rapporteres som EcC dersom beste score tilhgrer art innenfor EcC.

Serratia

Serratia marcescens complex (SmC) bestar p.t. av S. marcescens, S. nematodiphila og S. ureilytica.
S. marcescens er sterkest assosiert til sykehuservevet infeksjon og antibiotikaresistens. Serratia
liquefaciens Complex (SIC) bestar p.t. av S. liquefaciens, S. grimesii, S. myotis, S. plymuthica, S.
proteamaculans og S. quinivorans. Det er omdiskutert om SIC er en del av SmC, men siden MALDI-
TOF kan skille mellom disse to kompleksene kan det vaere hensiktsmessig & rapportere de som to
ulike. Det finnes fenotypiske forskjeller innad i kompleksene, men om disse er egnet til sikker
differensiering er usikkert. [30-32]

Forslag til anbefaling. Ingen fenotypisk differensiering innenfor SmC eller SIC ngdvendig. Dersom
gnskelig kan svar rapporteres som SmC eller SIC dersom beste score tilhgrer art innenfor det
respektive kompleks.

Aeromonas

Aeromonas genus bestar av minst 36 ulike arter hvor minst 19 ansees som humanpatogene. De
hyppigst forekommende humanpatogene artene er Aeromonas caviae, A. dhakensis, A. veronii, og A.
hydrophila. Bruker (Revision K) advarer i sine «matching hints» at Aeromonas er vanskelig &
identifisere til artsniva og Kitagawa et. al. (2022) viste og problemer knyttet til identifikasjon av de fire
vanligste artene, bl.a. fordi A. dhakensis manglet i databasene. Andre arter var heller ikke
representert. Det finnes ingen gode fenotypiske tester for differensiering [33, 34]

Forslaq til anbefaling: Ingen fenotypisk differensiering tilgjengelig. Besvares som Aeromonas sp.

Neisseria

Neisseria genus bestar av i overkant av 30 arter, hvor fylogenien har gjennomgatt betydelige
endringer de siste arene i lys av genomisk karakterisering. Artklassifisering er tildels problematisk pa
grunn av neert slektskap og hyppighet av horisontal genoverfering. [35, 36] N. gonorrhoeae og N.
meningitidis er de viktigste humanpatogene artene.

N. gonorrhoeae overfgres ved seksuell kontakt eller ved vertikal overfering fra mor til barn under
fadsel. Gir typisk infeksjon i ytre eller indre genitalia, urethra eller hals. Kan progrediere til invasiv
infeksjon, f.eks. med sekundaer purulent artritt. Nyfgdte kan affiseres av konjuntivitt. Kolonisering uten
infeksjon i genitale slimhinner (og hals) kan forekomme.

Invasiv N. meningitidis infeksjon er i forste rekke assosiert med meningitt og bakteremi eller sepsis.
Mindre vanlig er pneumoni og purulent artritt. Invasiv sykdom er varslingspliktig etter MSIS forskriften.
Verdt & merke er at bade konjunktivitt og uretritt er beskrevet, sistnevnte i all hovedsak hos menn.
Kolonisering i gvre luftveier uten infeksjon forekommer relativt ofte. Vaksiner er tilgjengelig mulig mot
de vanligste invasive serogruppene; A, C, W, Y og B.

N. weaveri, N. zoodegmatis og N. animaloris er assosiert med infeksjon etter dyrebitt, men
bittinfeksjon med andre dyreassosierte Neisseria spp. kan ogsa forekomme. En rekke human-
assosierte Neisseria spp. forekommer som koloniseringsflora i gvre luftveier, men forarsaker sjelden
infeksjon. [4, 37, 38]
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Klinisk er det viktig & kunne skille N. gonorrhoeae og N. meningitidis, da disse i noen tilfeller kan ha
overlappende infeksjonsfokus og har ulike krav til terapivalg og smittevern (vaksinering, testing av
naerkontakter/seksualpartnere, varslingsplikt). Videre er det viktig a kunne skille disse fra
lavpatogene/apatogene Neisseria-arter, i farste rekke et problem nar bakteriestammen er isolert fra
slimhinner i genitalia og aver luftveier.

MALDI-TOF identifiserer N. gonorrhoeae uten videre problemer, gitt at produsentens kriterier fglges.
[39, 40] Det er rapportert identifikasjonsproblemer knyttet til & skille N. meningitidis, fra Neisseria-arter
som tilhgrer normalfloraen (saerlig N. cinereae, N. polysaccharea, N. mucosa og N. bergeri).
Problemet synes a veere stgrst for at andre arter feilidentifiseres som N. meningitidis. [40-42] Hong et.
al. 2019 viste at identifikasjonen kunne forbedres ved a oppdatere spekterdatabasen. [471]

Presisjonen ved identifikasjon av andre Neisseria species er darlig kartlagt. Bruker angir f.eks. i sine
matching hints (Revision K) “Species flavescens / perflava / polysaccharea / subflava of the genus
Neisseria have very similar patterns: Therefore, distinguishing their species is difficult.” og “Species
macacae / mucosa / sicca of the genus Neisseria have very similar patterns: Therefore, distinguishing
their species is difficult.”

Kommersielle fenotypisk tester har vist varierende resultater sammenlignet med 16S rRNA
identifisering og yter sannsynligvis best i identifikasjonen av N. gonorrhoeae og N. meningitidis, men
kan ikke sikkert skille N. gonorrhoeae fra uretrittassosiert N. meningitidis [38, 43-46]. Det er ogsa
rapportert et tilfelle hvor fenotypiske metode (RapidNH) feilindentifiserte N. meningitidis som en
apatogen Neisseria-art, denne var ikke forsgkt identifisert med MALDI-TOF MS. [47]. De fem
stammene | Hong et. al. 2019 feilidentifisert som N. meningitidis ble alle identifisert som andre
Neisseria-arter ved hjelp av biokjemisk testing (metode ikke angitt). [47]

Forslag til anbefaling:

Identifikasjon av N. gonorrhoeae aksepteres som hovedregel etter produsents kriterier. Fenotypisk
identifikasjon er som hovedregel ikke nadvendig. Mange tilfeller vil uansett ha molekylaert pavist N.
gonorrhoeae i prave fra samme lokalisasjon. Gitt kliniske og sosiale konsekvenser av et funn, bar det
veere lav terskel for supplerende testing med molekylaer metode, dersom dette ikke allerede er utfort.
Dette gjelder saerlig ved funn i luftveiene.

Identifikasjon av N. meningitidis kan aksepteres etter produsents kriterier som forelgpig
identifikasjon, seerlig ved alvorlig klinikk og/eller isolat fra sterilt omrade (f.eks. blod og
cerebrospinalvaeske). Vurder kliniske opplysninger og kontakt evt. rekvirent for ytterligere avklaring av
klinisk mistanke. Vurder 16S rRNA eller mélrettet PCR ved behov for rask avklaring. Serogrupping bar
gjares som standard for & skille A,C,Y og W fra B, og andre sergrupper/ikke typbare stammer.

Ved funn i genitalia vurder mulighet for uretrittassosiert N. meningitidis. Suppler med molekylaer
testing (f.eksl. 16S rRNA eller mélrettet PCR). Ved funn i andre lokalisasjoner suppler med
kommersiell fenotypisk test (f.eks. API-NH) dersom funnet kan ha klinisk relevans.

MALDI-TOF MS identifisering av andre Neisseria spp kan aksepteres etter produsents kriterier. Ved
alvorlig klinikk og/eller isolat fra sterilt omréade (f.eks. blod og cerebrospinalveeske) vurder & supplere
identifikasjon med molekylaer identifikasjon (f.eks. 16S rRNA eller malrettet PCR).

Streptococcus dysgalactiae/Streptococcus canis

Nybakken et. al viste i en publikasjon fra 2020 at differensiering av de betahemolystiske streptokokk-
artene S. dysgalactiae og S. canis ved hjelp av Bruker MALDI-TOF var problematisk pa grunn av
utvalget av spektre- men at dette kunne lgses ved endre spekter utvalget [1] S. canis er sjelden
forkommende hos mennesker, og bar kanskje i farste rekke mistenkes hos pasienter som har hatt
omgang med hund. Differensiering til speciesniva har i all hovedsak liten klinisk betydning, men kan
veere av interesse dersom pasienten utvikler streptokokk-assosierte komplikasjoner som
glomerulonefritt og reumatisk feber. [4]

Det kan ogsa veaere av interesse i epidemiologisk sammenheng, da en del laboratorier sannsynligvis

ngyer seg med a rapportere Lancefield gruppe, f.eks. «betahemolytiske streptokokker gruppe G» -
som kan antas a veere lettere forstaelig for klinikere. Ved behov for fenotypisk differensiering kan man
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skille mellom S. dysgalactiae og S. canis ved bruk av Lancefield-grupping og evt. CAMP-test. Se
tabell 1.

Tabell 1. Fenotypiske karakteristika hos Streptococcus dysgalactiae og Streptococcus canis

Lancefield gruppe Vert CAMP-test
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae C Dyr )
S. dysgalactiae subsp. equisimilis A C, G, L Mennesker )
(Dyr)
S. canis G Hund, +
(Mennesker)

Tabellen er modifisert etter referanse 4.

Forslag til anbefaling: Alle isolater Lancefield-agglutineres. Lancefield-gruppe C rapporteres som S.
dysgalactiae uten subspecies. Ved Lancefield gruppe G og behov for ytterligere differensiering utfares
CAMP-test.

Viridansstreptokokker, inkl Streptococcus pneumoniae. Andre non-hemolytiske streptokokker.
Taksonomien hos viridansstreptokokkene har veert igiennom betydelig endringer de siste tiarene, hvor
majoriteten av arter na tilhagrer en taksonomisk gruppe (Tabell 2). [48, 49] ASM Manual of Clinical
Microbiology, 12th ed. plasserer S. gordonii, S. parasanguinis og S. sanguinis inn i S. mitis-gruppen
med basis i eldre litteratur. [4] Helgenomanalyser plasserer imidlertid disse artene som en egen S.
sanguinis-gruppe.[50] Se tabell 2 for oversikt over arter i de ulike viridans-gruppene.

Klinisk er det viktig & identifisere S.angiosus-gruppen som er assosiert med abscessdannelse og
S.pneumoniae (og S.pseudopneumoniae hos sarbare pasientgrupper) som luftveispatogene/invasive
arter i S. mitis gruppen. S. gallolyticus subsp. gallolyticus og S. salivarius er assosiert med
malignitet.[4]

Maldi-TOF kan identifisere til gruppeniva, men har tidligere hatt problemer med & skille innad i
gruppene.[4] Det har veert gjort betydelig innsats for & forbedre identifikasjonen, seerlig av S.
pneumoniae. Bade Bruker og Vitek MS system ser ut & gi god identifikasjon av S. pneumoniae dersom
produsentens anbefalinger falges. Utvalget av streptokokk-arter i de fleste studier er noksa begrenset,
sa det er uvisst om presisjonen er like god for alle arter innenfor de ulike gruppene. [560-54] Som for
andre arter er det vist at der er mulig @ oppna bedre identifikasjon ved modifisering av databasen.

[55] Andre viridansarter, i hovedsak fra S. mitis-gruppen er knyttet til endokarditt og infeksjon hos
sarbare pasientgrupper. Se Doern et al. og Joyce et al. for mer utfyllende informasjon. [52, 53]

Det finnes en rekke andre non-hemolytiske streptokokkarter som ikke klassifiseres som
viridansstreptokokker, f.eks. S. uberis og S. urinalis. Disse er sjeldent forekommende hos mennesker,
men infeksjon er beskrevet.[48] Fylogenetisk grupperes de fleste sammen med de pyogene
streptokokkene [50], og omfattes da ikke av EUCAST brytningspunkter for viridansstreptokokker.
Fenotypisk identifikasjon av S.pneumoniae kan gjares med kolonimorfologi («klassisk smultring»),
optochin falsomhetstest (ma utferes i 5 % CO,), supplert med galleoppl@selighet ved trange optochin-
soner. Optochin er beheftet med viss grad av falske negative (resistente S.pneumoniae) og falske
positive resultater (falsomme S.mitis), seerlig i stammer isolert direkte fra luftveispraver. Det finnes
ingen god fenotypisk identifisering av S.pseudopneumoniae. [56, 57] Fenotypisk identifikasjon av
andre arter, utover a antyde gruppetilhgrighet er problematisk siden mange arter ikke er inkludert i de
fenotypiske databasene. [4] Enkelttester i kommersielle fenotypiske system som API kan vurderes
sammen med resultatene fra Beck et al. 2008 for & differensiere innad i Bovis-gruppen. [58]
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Tabell 2 — Oversikt over viridansstreptokokker

S.anginosus
gruppen:

S.mitis gruppen:

S. sanguinis
gruppen:

S.mutans
gruppen:

S.salivarius
gruppen:

S.bovis
gruppen:

S.anginosus
S.constellatus
S.intermedius

S.australis
S.cristatus
S.gordonii

IS.gordonii
IS.parasanguinis
IS.sanguinis

S.criceti
S.downei
S.mutans

S.salivarius
S.vestibularis

S.alactolyticus
S.equinus
S.gallolyticus

S.ratti
S.sobrinus

S.infantarius
S.lutetiensis™

S.infantis

S.lactarius
S.massiliensis

S.mitis

S.oralis

S.orisratti
S.parasanguinis
S.peroris
S.pneumoniae *
S.pseudopneumoniae
S.rubneri

S.sanguinis
S.sinensis

Tabellen er utarbeidet med basis i referanse 4 og 50. Arter normalt bare funnet hos dyr ikke inkludert. *S.infantarius
subsp. coli. * Bgr svares ut som S.pneumoniae

Forslag til anbefaling:

Generelt kan Maldi-TOF identifikasjon av viridansstreptokokker om @nskelig rapporteres pa
gruppeniva dersom beste score tilhgrer art innenfor den respektive gruppen. Maldi-TOF MS
identifikasjon av andre non-hemolytiske streptokokker kan aksepteres etter produsentens kriterer.

S. pneumoniae kan primeert identifiseres etter produsentens kriterier. Supplerende identifikasjon
gjares med klassisk morfologi (hvis til stede) og optochin-falsomhet og er szerlig aktuelt ved klinisk
viktige isolat og/eller der det utfgres resistensbestemmelse. Ytterligere fenotypisk identifikasjon kan
gjeres med galleopplaselighetstest ved trang optochin-sone eller utypisk kolonimorfologi og/eller
resistensmgnster — saerlig aktuelt for isolat direkte fra luftveisprgver.

Bacillus cereus/anthracis

Bacillus cereus - gruppen (BcG) bestar av Bacillius cereus, B. cytotoxicus, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. thuringiensis og B. anthracis. BcG er med unntak av B. anthracis oportunistiske
patogener, men forekommer ikke sjelden som kontaminasjon fra hud i blodkultur. Alle artene er
sporedannere.

B. anthracis forarsaker anthrax(miltbrann), og kan infisere en rekke organer inkludert hud, lunger og
tarm. Ansees som en zoonose, men er ogsa relevant som bioterroragens (f.eks. pulverbrev). Hyppige
smitteveier er via inhalasjon, matinntak, eller handtering eller injeksjon av kontaminert materiale.
Sjelden pavist i Norge, siste rapporterte tilfellet var assosiert til kontaminert heroin.[59] Ber seerlig
mistenkes ved reiseanamnese, handtering av syke eller dade dyr, hos veterinaerer eller hos
injiserende/inhalerende rusmisbrukere.

Bekreftede kulturer (og pulverbrev) bgr handteres etter BSL3-kriterer. Som minimum begr alt arbeid
med uavklarte kulturer forega i avtrekkskabinett kl.2. Kontakt FHI ved klinisk mistanke om B. anthracis.
Tilstanden er varslingspliktig etter MSIS forskriften. Mistanke om bioterror utlaser ogsa CBRE
regelverket. [13]

B. anthracis er inkludert i og kan indentifiseres av Brukers SR-bibliotek. Kan ellers feilidentifiseres som
en av de andre artene i BcG. Det bemerkes at fullstendig inaktivering av Bacillus sporer i forkant av
MALDI-TOF er utfordrende. Ideelt bar man, dersom man ikke har en sikker sporeinaktiverende
forbehandling, ha ekskludert mistanke om B. anthracis fgr MALDI-TOF analysen utfares. [14] [60]
Fenotypisk er B. anthracis hverken motil eller betahemolytisk (etter 24 timer), men vanligvis penicillin
felsom (men ikke 100%) - disse karakteristikaene kan ogsa forekomme hos de andre artene i BcG.
Praktisk kan testene vaere vanskelige & gjennomfgre og tolke vurdert utfra resultatene fra sist denne
problemstillingen var belyst i Ringtest 1 2019. [4, 60] | sum bar laboratoriene ha etablert prosedyre for
handtering av denne problemstillingen utfra egne laboratoriefasiliteter, tilgjengelige metoder og
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kompetanse. (bar sees i sammenheng prosedyrer for direkte identifikasjon av gram positive staver i
blodkultur).

Forslaq til anbefaling: Bacillus anthracis kan ekskluderes ved pavist motilitet og beta-hemolyse,

dersom dette utfgres korrekt. Vurder journal og kliniske opplysninger. Kontakt kliniker for & bekrefte
eller avkrefte mistanke om anthrax. Dersom anthrax ikke kan utelukkes kontakt FHI.
For andre arter i BcG kan disse om @nskelig rapporteres som Bacillus cereus dersom beste score er

B. cereus eller annen art i BcG.
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Sammendrag 13 Anaerober

Identifikasjon av anaerober med Maldi-TOF MS

Forfatter: Tore Taksdal Stubhaug, overlege, mikrobiologisk avdeling, Sykehuset i Vestfold
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 - BRUK AV MALDI-TOF TIL IDENTIFISERING AV ANAEROBER

MALDI-TOF MS er godt egnet som hovedmetode for identifikasjon av klinisk relevante
anaerober. Den viktigste enkeltfaktoren med betydning for graden av vellykket identifikasjon
er kvaliteten pa referansedatabasen. Bruk av «on plate» ekstraksjon med maursyre
anbefales, spesielt for gram positive anaerober, fusobakterier og saktevoksende arter. For
disse artene anbefales det videre a inokulere minst 2 spot. Identifikasjon med score > 1,8
kan regnes som sikker til artsniva forutsatt at gvrige konsistenskrav er tilfredsstilt. Anaerober
kan identifiseres med MALDI-TOF direkte fra positive blodkulturflasker og laboratoriet bgr
da validere en tilpasset cut-off for godkjent identifikasjon.

ANBEFALING 2 — HANDTERING AV TAKSONOMIENDRINGER OG SPESIELLE FORHOLD | SLEKTEN
BACTEROIDES

Laboratoriene bgr holde seg oppdatert pa taksonomiendringer. Ved oppdatering av
databaser ma fglgeskrivet gjennomgas for a se etter endringer som kan pavirke bruken av
MALDI-TOF i rutinen. Arter som er kjent a veere vanskelige a skille med MALDI-TOF bgr
besvares konsistent; herunder noen arter fra slekten Bacteroides. Arten Bacteroides fragilis
vil i fremtiden trolig bli skilt i to forskjellige arter.

ANBEFALING 3 —IDENTIFIKASJON AV CLOSTRIDIUM BOTULINUM

MALDI-TOF MS i standard bruk kan ikke sikkert identifisere Clostridium botulinum. Ved reell
mistanke om C. botulinum ma det gjgres PCR for botulinumtoksingen, alternativt
helgenomsekvensering.

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Innlegget omfatter bruk av MALDI-TOF MS til identifikasjon av anaerobe bakterier, herunder
giennomfgring og spesielle forhold knyttet til tolkning som er spesifikke for anaerobe
bakterier.

Alternative identifikasjonsmetoder til MALDI-TOF MS beskrives ikke inngaende.

Forhold knyttet til handtering av taksonomiendringer og arter som skilles ut eller endrer
navn vil bli tatt opp i et eget foredrag, og bare problemstillinger som er spesifikke for
anaerobe bakterier tas opp her.

Anbefalingene knyttet til scoreverdier, antall spot som inokuleres og identifikasjon direkte
fra blodkulturflasker ma om ngdvendig samordnes med tilsvarende anbefalinger for aerobe
bakterier.

PROBLEMOMRADE 1 — BRUK AV MALDI-TOF TIL RUTINEIDENTIFIKASJON AV ANAEROBER

Medisinsk-mikrobiologiske laboratorier bgr kunne identifisere de viktigste gruppene
anaerobe bakterier som gir sykdom (1). Anaerobe infeksjoner er ofte polymikrobielle og
behandles ofte empirisk. Det blir derfor spesielt viktig a identifisere arter som kan ha
uforutsigbart resistensmgnster og bgr resistensbestemmes (2). Disse sammenfaller i stor
grad med artene som har kliniske brytningspunkter fra EUCAST (Bacteroides spp., Prevotella
spp., Fusobacterium necrophorum, Clostridium perfringens, Cutibacterium acnes og
Clostridioides difficile). Arter med iboende metronidazolresistens, som f.eks. Actinomyces,
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samt fakultativt anaerobe arter som vokser best anaerobt (f.eks. Lactobacillus, Actinotignum
m.fl.) er ogsa viktige a identifisere ettersom empirisk behandling med metronidazol da ikke
vil veere egnet. For gvrige anaerober er det ogsa gnskelig med identifikasjon til artsniva,
spesielt ved alvorlige infeksjoner, funn i renkultur eller fra normalt sterile omrader eller ved
manglende effekt av empirisk behandling (2). Identifikasjon til slektsniva eller
grovidentifikasjon (f.eks. anaerobe gram positive kokker) kan veaere tilstrekkelig i noen
tilfeller.

MALDI-TOF massespektrometri gir generelt en sveert god identifikasjon av anaerobe isolater,
og er egnet som hovedidentifikasjonmetode for anaerober i rutinen (3-5). Et alternativ er
biokjemiske systemer som f.eks. Vitek, som ogsa fungerer brukbart (6), men MALDI-TOF MS
gir vesentlig sikrere identifikasjon til artsniva av mange arter (7), og det er mer krevende a
holde biokjemiske systemer oppdatert med nye arter enn det er med MALDI-TOF MS, slik at
de biokjemiske systemene vil ha manglende dekning av nye klinisk relevante anaerober som
oppdages (8). | de tilfellene man ikke kommer i mal med MALDI-TOF eller biokjemiske
systemer, vil man matte gjgre en avveining av om det er behov for sikker artsidentifikasjon
med sekvensering, eller om det kan gjgres en enkel grovidentifikasjon til slekts-/gruppeniva.
Det er gjort studier pa bade Maldi Biotyper (Bruker) og VITEK MS (BioMérieux). En
metaanalyse konkluderte med at begge systemene var likeverdige (5), mens en studie fra
2024 fant at Maldi Biotyper identifiserte en stgrre andel isolater enn VITEK MS, men begge
systemene ga tilfredsstillende identifikasjon av de hyppig forekommende artene (4). Ved a
gke antall referansespektra i databasen oppnar man stgrre andel vellykket identifiserte
isolater (3, 8), og for sjeldent forekommende arter var denne effekten mest uttalt for VITEK
MS (9). Bruk av in house databaser med egenproduserte spektra i tillegg til dem fra
produsenten gir betydelig bedre identifikasjon av sjelden forekommende arter (8, 10). Dette
tyder pa at det er kvaliteten pa databasen (antall referansespektra) som er begrensende
faktor, og at Igpende forbedring av databasene vil gke prestasjonen til MALDI-TOF-
identifikasjon. Gjennom ENRIA-prosjektet er det gjort et systematisk arbeid for a generere
referansespektra for et stort antall anaerobe arter (8, 10).

«On plate» ekstraksjon med 100 % maursyre gir signifikant gkt sannsynlighet for sikker
artsidentifikasjon, spesielt for gram positive arter (9, 11, 12), og anbefales. Eventuelt kan
man avsta fra dette hvis man forventer arter hvor ekstraksjon erfaringsmessig ikke er
ngdvendig. Fullekstraksjon gir ytterligere noe gkt sannsynlighet for sikker identifikasjon, men
gevinsten star neppe i forhold til arbeidsmengden (11, 12).

Grenseverdiene for sikker identifikasjon ved bruk av MALDI-TOF MS settes vanligvis til
logscore 22,0 for identifikasjon til artsniva og logscore 1,7 - < 2,0 for identifikasjon til
slektsniva. For anaerobe bakterier har studier vist at a senke kriteriet for identifikasjon til
artsniva til 1,7 (12) eller 1,8 (3, 7) gker andelen identifiserte isolat betraktelig uten a fgre til
flere feilidentifikasjoner. Laboratoriene kan derfor vurdere a gi ut identifikasjoner med score
> 1,8 til artsniva, forutsatt at gvrige konsistenskrav er oppfylt.

Hvilket dyrkningsmedium koloniene plukkes fra har ingen nevneverdig betydning (12), heller
ikke tiden skalene har vaert inkubert (13). Langvarig eksponering for romluft reduserer
sannsynligheten for identifikasjon noe, men effekten er mest fremtredende etter flere dager
og avhenger av art, hvor gram positive kokker og fusobakterier pavirkes mest (12, 13). Ved
vanlig laboratoriepraksis har denne effekten trolig liten betydning.

For arter med sma, uregelmessige eller harde kolonier, herunder anaerobe gram positive
kokker og fusobakterier, er det stgrre variabilitet i hvilken score som oppnas ved gjentatt
inokulering pa MALDI-TOF-platen (13). For disse artene kan det vaere gunstig a inokulere
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flere spots (f.eks. to) for a gi st@rre sannsynlighet for at ett av resultatene gir tilfredsstillende
score. For hurtigvoksende arter med glatte kolonier er variabiliteten mindre (13), og
inokulering av kun én spot kan veere tilstrekkelig.

Anaerobe bakterier kan identifiseres med MALDI-TOF direkte fra positive blodkulturflasker
(14-16). Dette gir som regel lavere score enn ved identifikasjon fra koloni, og kriteriene for
godkjent identifikasjon ma derfor justeres. Foreslatte justeringer er en grense pa logscore
1,7 for identifikasjon til artsniva og 1,4 for slektsniva (16), eller identifikasjon til artsniva nar
de tre beste forslagene er samme art, uavhengig av logscore (15).

PROBLEMOMRADE 2 — TAKSONOMISKE FORHOLD | SLEKTEN BACTEROIDES

Over de siste tiarene har taksonomien til en del viktige anaerobe slekter blitt revidert pa
bakgrunn av helgenomdata. For Bacteroides ble det gjort en st@rre opprydning i 1989, og
slekten Bacteroides er na begrenset til det som omtales som B. fragilis-gruppen (17). | nyere
tid har ogsa noen arter blitt skilt ut i slekten Parabacteroides og Phocaeicola, men disse
regnes fortsatt a tilhgre B. fragilis-gruppen.

Noen arter i B. fragilis-gruppen er naert beslektet og kan ikke sikkert skilles med MALDI-TOF.
Dette gjelder hovedsakelig B. thetaiotaomicron som er nezert beslektet med B. faecis, samt B.
ovatus som er naert beslektet med B. xylanisolvens (8). Laboratoriene bgr veere oppmerksom
pa denne mulige begrensningen og vurdere a sla sammen besvarelsen av disse artsparene.
Samtidig ma man veere forberedt pa at forbedringer i databasene kan fgre til at disse artene
kan skilles bedre i fremtiden. Ved databaseoppdateringer bgr man lese leverandgrens
felgeskriv og vurdere om det kan gjgres endringer i handteringen av slike «problemarter».
Arten Bacteroides fragilis er inndelt i to grupper som betegnes divisjon | og divisjon I, der
sistnevnte har et kromosomalt karbapenemasegen (cfiA) som kan komme til uttrykk i
varierende grad, og gi nedsatt fglsomhet eller resistens for meropenem og/eller piperacillin-
tazobactam. Maldi Biotyper (Bruker) har en tilleggsfunksjon for a skille disse, som krever at
man har kjgpt en ekstra subtypingsmodul. | realiteten oppfyller divisjon | og divisjon Il
kravene til 8 regnes som forskjellige arter (18). Et forslag om & skille ut divisjon Il som en ny
art med navnet B. hominis er publisert (19, 20), men endringen er ikke gjennomfgrt i praksis.
Det 3 identifisere et isolat som divisjon Il kan vaere nyttig ettersom det kan gi en forklaring
pa observert nedsatt felsomhet for meropenem og piperacillin-tazobactam, men er ikke
strengt ngdvendig, da brytningspunktene for resistensbestemmelse er fastsatt etter vanlige
prinsipper for kliniske brytningspunkter (21) og S/I/R-kategorisering av Bacteroides spp. skal
rapporteres som testet uavhengig av artsidentifikasjon eller identifikasjon som divisjon | eller
I1 (22). Laboratoriene bgr vaere oppmerksomme pa at B. fragilis sannsynligvis kommer til 3 bli
splittet i to arter i en fremtidig oppdatering av databasene.

PROBLEMOMRADE 3 - IDENTIFIKASJON AV CLOSTRIDIUM BOTULINUM

Fylogenien i slekten Clostridium er ogsa blitt fortlgpende revidert. Et problem som fortsatt
gjenstar er at arten C. botulinum i realiteten er polyfyletisk, og bestar av flere metabolske
grupper med ulik optimal veksttemperatur, som ideelt sett skulle veert klassifisert som ulike
arter (23).

Botulisme er en problemstilling som bare sjelden dukker opp i medisinsk-mikrobiologiske
laboratorier, da bakteriologisk dyrkning vanligvis ikke inngar i diagnostikken. Det kan
imidlertid forekomme at man far vevsprgver fra pasienter med sarbotulisme, og det vil da
vaere biogruppe |, med optimal veksttemperatur rundt 37 grader, som er mest aktuell (23).
Denne er naert beslektet med C. sporogenes og kan ikke sikkert skilles med MALDI-TOF.
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Artene er ogsa vanskelige a skille med 16S rDNA-sekvensering (24). Maldi Biotyper (Bruker)
har en egen database for hgypatogene agens (SR-taksonomi), men erfaringsmessig er det til
lite hjelp a benytte denne nar to arter i hver sin database er naert beslektet, da de ulike
databasene gir ulik score-verdi og det derfor er vanskelig 3 sammenlikne treff fra forskjellige
databaser (25). Det er mulig a identifisere C. botulinum med MALDI-TOF ved bruk av
spesielle statistiske analyser (26, 27), men dette er ikke implementert i databasene for
rutinebruk. For sikkert a identifisere C. botulinum er man derfor avhengig av a pavise gen for
botulinumtoksin med PCR eller helgenomsekvensering. Norges miljg- og biovitenskapelige
universitet (NMBU) ved Mattrygghetslab er referanselaboratorium for botulinumtoksin, og
kan ta imot isolater for PCR dersom laboratoriene ikke har dette tilgjengelig selv (Marina
Aspholm, personlig meddelelse). Innsending av isolat bgr avtales pa forhand med NMBU i
hvert tilfelle.

Da ogsa andre Clostridium-arter som f.eks. C. baratii, C. buryticum, C. argentinense og C.
subterminale ogsa kan ha gener for botulinumtoksin (28, 29), bgr man ved reell klinisk
mistanke om sarbotulisme vurdere ogsa a utfgre PCR-undersgkelse pa andre Clostridium-
arter.

C. sporogenes og de andre nevnte Clostridium er vanlig forekommende i miljget og pavises
minst like ofte i mikrobiologiske pr@ver som C. botulinum. Det er derfor mest hensiktsmessig
at isolat bare sendes til undersgkelse for botulinumtoksingener i de tilfellene hvor man har
en reell klinisk mistanke om botulisme.
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Sammendrag 09 Muggsopp

|dentifikasjon av muggsopp med Maldi-TOF MS

Forfatter: Kjersti Wik Larssen (St.Olav)/ Ida Sletteberg (Molde)
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 NAR SKAL MALDI-TOF MS BENYTTES TIL MUGGSOPPIDENTIFIKASJON?
e Muggsopp fra alvorlig/ komplisert infeksjon som krever systemisk antimykotika identifiseres
med Maldi-TOF MS og morfologisk metode
e Riktig anvendt Maldi-TOF MS gir raskere og mer korrekt identifikasjon enn konvensjonelle
fenotypiske metoder.
e Alle laboratorier bgr forsgke identifikasjon med Maldi-TOF MS fgr videresending til
referanselab.

ANBEFALING 2 VALG AV MEDIE FOR IDENTIFIKASJON
e Sabauraud glukose agar med kloramfenikol og gentamicin er stort sett godt egnet for
identifikasjon.
e |D-Fungiplates unngar forurensing med agar, og kan vurderes som et supplement i utvalgte
tilfeller.

ANBEFALING 3 VALG AV EKSTRAKSJONSMETODE OG PLATE
e Generelt: Fglg leverandgrs anbefalinger. Unnga a fa med agar nar det plukkes fra kolonier.
e  Full ekstraksjon er vist a gi best spektra pa tvers av ulike databaser, er dokumentert & drepe
sopp og er anbefalt metode ved bruk av MSI og MicrobeNet databaser.
e Extended direct transfer (eDT) med bruk av maursyre kan gi gode spektra, seerlig ved bruk av
ID-Fungal plates. Sparer arbeid og tid. Publiserte data for hvor godt ulike sopp drepes er
mangelfull. Dersom ekstraksjon uten etanol benyttes, bgr laboratoriet gjgre sin egen
risikovurdering.
e Engangsplate er a foretrekke for & unngd kontaminasjon.
e Bruk alltid minst to spot. Flere studier anbefaler 3 eller 4 spot.

ANBEFALING 4 VALG AV DATABASE, KRITERIE FOR IDENTIFIKASJON OG SUPPLERENDE TESTING
e Benytt bade kommersiell og online offentlig database dersom mulig. Sammenfallende resultat
mellom databaser styrker sikkerhet til identifikasjonen.
e Fglg med pa oppdateringer i databasen i lys av endringer i taksonomi
e MSI databasen anbefales. Den inneholder flest species, mange MSP per species og
oppdateres jevnlig.
e Der Maldi-TOF MS ikke skiller godt mellom ulike species i henhold til leverandgrs
anbefalinger, besvares prgven pa genus eller species kompleks nivda med mindre alternativ test gir
avklaring.
e Stammer fra alvorlige infeksjoner sendes alltid til referanselab for identifikasjon/
konfirmasjon.

AVGRENSNING/ RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Rask og palitelig identifikasjon av muggsopp er viktig for & kunne starte med korrekt behandling tidlig (1, 2).
Tradisjonelt har dette basert seg pa fenotypiske og biokjemiske karakteristika, som er uendret og ikke vil
omtales videre her, se Microsoft Word - Strategirapport nr 27 (2013) Soppinfeksjoner.docx (fhi.no). Dette bgr
opprettholdes, og er i noen sammenhenger tilstrekkelig alene (3). Ved alvorlige infeksjoner bgr identifikasjon
med Maldi-TOF MS alltid utfgres, og vurderes samlet med fenotypiske metoder. Anvendelse av Maldi-TOF MS
for identifikasjon av muggsopp har veert begrenset av mangelfulle databaser og inkonsistens i
dyrkningsmetoder og ekstraksjon (1, 2, 4). De senere arene har bruken gkt i takt med bedre databaser. Styrker
og begrensinger vil omtales, med fokus pa systemer som brukes i Norge i dag (Bruker Daltonics MS og Vitek
MS).

Identifikasjon med MALDI-TOF MS
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Maldi-TOF MS er et raskt, rimelig og nyttig verktgy som kan benyttes fgr morfologisk identifikasjon er mulig,
ved sterile hyfer og som kan skille mellom arter som er fenotypisk like. Implementering av Maldi-TOF MS gir gkt
grad av speciesidentifikasjon, raskere svar og faerre feilidentifikasjoner enn tradisjonelle metoder (3, 5, 6). Rask
og korrekt identifikasjon bidrar til riktig behandling, og er szerlig viktig for sakalte kryptiske arter* som ikke lar
seg skille morfologisk fra andre arter i samme species complex, men som har ulik iboende fglsomhet for
antimykotika (1-3, 5, 7-10). Kryptiske arter forekommer hyppigere enn tidligere antatt, og utgjorde 17-48% av
paviste Aspergillus species en multisenter studie (8).

Sammenlikning av studier er vanskelig fordi ulike instrumenter, programvare — versjon, bibliotek,
dyrkningsmedier, ekstraksjonsmetoder og type target plates har vaert benyttet. | tillegg pavirker ulike utvalg av
species inkludert i studiene i stor grad resultatene (11). En anbefalt, standardisert og felles protokoll for valg av
medier, hgsting fra koloni og ekstraksjon pa tvers av instrument mangler (12). Studier har observert variasjon
mellom lab i oppnadd identifikasjon pa stammer undersgkt med samme metode og pa samme type instrument,
men pa ulike laboratorier. Man antar at dette kan skyldes bade instrumentforskjeller (Tid siden service, alder
pa instrument/laser, justeringer i programvare) og/eller forskjeller i teknisk ferdighet med hensyn til hgsting fra
kolonier/ekstraksjon og deponering pa plate. Flere studier har vist mindre forskjeller mellom laboratorier ved
bruk av VitekMS versus bruk av Bruker Daltonics MS (1-3, 13, 14).

Maldi-TOF MS bgr benyttes i identifikasjon ved alle infeksjoner som krever systemisk antimykotika. Dersom
laboratoriet mangler Maldi- TOF MS/ utstyret er ute av drift, kan ekstraksjon og deponering pa target plate fgr
videresending til samarbeidende laboratorium vaere en Igsning (3, 9).

Valg av dyrkningsmedie og inkubasjonstid

Dyrkningsmedie (Sabouraud (SAB) med eller uten antibiotika, Potet dekstrose agar, Mycosel) er vist @ kunne ha
innvirkning pa resultat (12, 15) Flere studier peker pa ID-Fungi plates (IDFP,Conidia Coniphy, Quincieux, France)
som egnet for identifikasjon (7, 12, 16). IDFP inneholder en membran som unngar kontaminasjon med agar, og
man oppnar ofte renere spektra. Uselektiv SAB agar er vist a gi darligere spektra enn selektiv SAB agar med
kloramfenikol og gentamicin og IDFP (12). Siden IDFP koster betydelig mer, kan de forbeholdes til subkultur og
situasjoner med vanskelig identifikasjon (7, 16, 17). IDFP har szerlig en fordel dersom ikke full ekstraksjon
benyttes.

Inkubasjonstid pavirker resultat av Maldi-TOF analyse. Generelt er det anbefalt a plukke fra unge kolonier, ofte
48-72 timers dyrkningstid, men ogsa ned i 24 har vist a gi gode resultat (7, 15). Ved manglende identifikasjon
eller lav score kan nytt forsgk fra kultur som har vaert dyrket videre i 1-2 dager veere nyttig (3, 5).

Valg av ekstraksjonsmetode og target plate

Ekstraksjonsmetodene bgr fglge leverandgrs anbefalinger da volum, mengde og type matrix brukt, samt
hvordan det er hgstet fra koloniene varierer noe mellom de ulike leverandgrene/databasene. Mens bruker
anbefaler hgsting av mycel (via flytende kultur eller frontmycel uten kontaminasjon med agar) er Vitek MS
ekstraksjon basert pa proteinekstraksjon fra conidier dyrket pa faste medier. Full ekstraksjon fremholdes som
den metoden som erfaringsmessig gir best spektra, og er per i dag anbefalt metodikk ved bruk av tilgjengelige
offentlige online databaser (1, 2, 11, 14, 18, 19). Ekstraksjon for muggsopp kan deles i to hovedtyper, der litt
ulike varianter av disse med blant annet knusing med beads er beskrevet.

1. Full ekstraksjon (FE) med etanol, maursyre (formic acid) og acetonitril.

2. Extended Direct Transfer (eDT) med maursyre (formic acid) som tilsettes fgr matrix.
Hvis ekstraksjonsprotokollen man benytter avviker fra den som er brukt for a bygge referansebiblioteket, kan
ulike spektra oppnas, og man identifiserer kanskje ikke soppen eller far feil identifikasjon (1).
Biotrygghet med direkte metoder versus full ekstraksjon er lite omtalt i publisert litteratur (3, 18). Per na fins
kun begrenset dokumentasjon pa at raskere ekstraksjonsprotokoller uten etanol dreper muggsopp (20). Inntil
mer data fins anbefales det inntil videre & bruke FE, som er dokumentert at dreper sopp (18). Vitek har et
statement dokument som sier at deres ekstraksjonsmetode, som inkluderer et etanoltrinn, inaktiverer
muggsopp inklusive et utvalg BSL3 sopp. Bruker omtaler forelgpig ikke dette i veiledning til sine bibliotek, og
anbefaler at alle laboratorier gjgr sin egen risikovurdering ved bruk av eDT metodikk (personlig meddelelse pa
forespgrsel til firma).
Antall spot som deponeres pa platene er av betydning for identifikasjon. Det anbefales at minst to spot
deponeres, gjerne 3-4 (3, 7, 21). For valg av plate anbefales a fglge leverandgrs anbefalinger for
muggsoppidentifikasjon. Engangsplater (biotarget) er ofte a foretrekke for 8 minske kontaminasjonsfaren.
Valg av database
Bade Bruker Filamentous Fungi (BFF) og Vitek MS kunnskapsbase (VKB) gir god diagnostikk pa medisinsk vanlige
muggsopp. Den stgrste begrensningen ligger i antall species i databasene og antall MSP per species. | tillegg vil
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mangel av tilgjengelige spektra fra «cryptic species» kunne medfgre feilidentifikasjon med konsekvenser for
terapivalg (7, 10, 22). Av offentlig databaser er Mass Spectrometry Identification platform (MSI) er den fgrste
lett tilgjengelige online databasen for identifikasjon av sopp (14). Per i dag inneholder denne langt flere arter
og masse spektra profiler (MSP) enn noen annen kommersiell eller offentlig database. MSI 2.0 er betydelig
forbedret mht identifikasjon av Aspergillus spp, Fusarium spp og dermatofytter sammenliknet med MSI 1.0 (7,
17, 23). Den fungerer ogsa godt ogsa i prgver fra dyr og miljg, som kan vaere en fordel ved zoonoser eller i
utbruddsoppklaring (24). MSI databasen er basert pa godt karakteriserte isolater og oppdateres regelmessig (1,
2,17, 24). MicrobeNet er et samarbeid mellom CDC, Bruker og enkelte andre referanselaboratoriers databaser.
Per i dag ser det ikke ut til at den har noen fordel i antall muggsopparter versus MSI, og det har ikke lyktes a
finne publikasjoner pa bruk av denne databasen for muggsoppidentifikasjon. | tillegg fins NIH databasen (18),
men bruk kompliseres av behov for material transfer agreements (24).

MSI bibliotek er bygd fra subkultur av referansestammer pa SAB med gentamycin og kloramfenikol (14,

15). VKB er ogsa bygd fra dyrkning pa faste medier, mens BFF er basert pa kultur i flytende medie (2, 3).
Dyrkning i flytende medie er tungvint, og sjelden ngdvendig hvis full ekstraksjon og MSI database benyttes.

En sammenliknende studie fra 2019 fant at VKB identifiserte 52% av stammene til speciesniva, BFF 17- 43%
(avhengig av terskelverdi) og BFF + MSI 92% (25). MSI 2.0 har gjort betydelig arbeid i a legge til mange spektra
for flere arter og i ulik vekstfase, og det er tvilsomt om kommersielle leverandgrer vil gjgre tilsvarende for &
forbedre soppdatabasene sine (9), noe antall species og referansespektra/masse spektra profiler (MSP) i ulike
versjoner av databasene kan tyde pa (Tabell 1). A ha spektra fra flere stammer, stammer i ulik vekstfase og
dyrket ved ulike vekstbetingelser fra en species har vist seg a vaere viktig for god identifikasjon (15, 25), og er
viktigere for sopp enn for bakterier ndr man lager bibliotek (3). Ofte oppnas darligere identifikasjon dersom
databasen bare bygger pa ett isolat per species og en subkultur per isolat (15). Bade MSI og VKB har som fordel
at de har spekter fra flere stammer per species inne og hgyere antall MSP per species enn BFF. Bruker Daltonics
MS kommer i flere studier darligere ut enn Vitek MS, men dette kan skyldes at sveert fa studier har benyttet
dyrkning i flytende medium (18). En annen begrensende faktor kan vaere darlig tilgang pa godt karakteriserte
stammer fra enkelte species pa referanselaboratorier (15), men gevinsten i flere referansespektra fra samme
stamme vil ogsa her gke sannsynlighet for god identifikasjon.

Ulike bibliotek for identifikasjon er utformet og validert for spesifikke instrument, som Bruker K Microflex eller
bioMerieux VITEK MS. Det har vaert sagt at genererte spektra ikke kan brukes pa tvers av plattformer (3, 7),
men nyere data viser at ogsa Vitek MS spektra muligens kan benyttes i den Bruker genererte MSI2.0 databasen
med gode resultat (Dutkiewicz M, ECCMID 2024; 00950).

A kombinere ulike databaser, der MSI 2.0 inkorporeres i prgveflyten, vil gi best identifikasjonsrate av muggsopp
siden databasene dels er komplementaere. Feilidentifikasjoner er mulig med alle databaser/plattformer, og alle
laboratorier ma kjenne begrensninger med egne instrument og databaser, samt fglge med pa endringer i
taksonomi og nomenklatur (3, 17, 24). Ved bruk av MSI databasen bgr personvern/datasikkerhet ivaretas ved
ikke a legge inn prgvenummer/pasient ID fgr generering eller overfgring av spektra.

Kriterier for identifikasjon

Databaseleverandgren sin anbefaling bgr i hovedsak fglges. Imidlertid har studier vist at & senke score til 1.7 for
Brukers database kan gi god ID uten at det gker antall feilidentifikasjoner (1, 3, 22). For MSI anbefales a fglge
anbefalingene fra leverandgr, som benytter ulike score verdier og differanse i score mellom fgrste og neste
isolat for & kunne besvare pa species eller species complex niva (7). For Vitek MS anbefales ogsa a fglge
leverandgrs anbefalinger, med score > 99.0% som anbefalt godkjenning til speciesniva med hgy konfidens og >
60% for identifikasjon med lav konfidens (19).

Ved manglende identifikasjon kan videre dyrkning og gjentatt forsgk, evt subkultur pa ID fungal plates bidra til
a gi bedre spektra (7, 16).

Kontrollrutiner fér besvaring

Resultat fra morfologi, massespektrometri og eventuelle supplerende tester gjennomgas fgr endelig besvaring
til species eller genus niva. Usikkerhet bgr formidles til kliniker, szerlig i tilfeller der det kan ha konsekvenser for
valg av antimykotisk terapi (arter med iboende resistens mot ett eller flere antimykotika). Invasive isolat bgr
sendes referanselab for konfirmasjon. Funn ma alltid vurderes i lys av klinikk og eventuelle disponerende
forhold (Microsoft Word - Strategirapport nr 27 (2013) Soppinfeksjoner.docx (fhi.no). Ved tvil om klinisk
relevans bgr en kommentar fglge svaret eller formidles muntlig til rekvirent.
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Besvaring

Molekylzere metoder har medfgrt store endringer for sopp taksonomi, begrunnet i jevnlige rapporter (26).
Sopp man tidligere antok tilhgrte samme species viser seg a vaere ulike species, og sopp som har veert
klassifisert i samme genus tilhgrer na ulike genus basert pa molekyleer fylogeni. Fortsatt gjenstar avklaringer for
flere arter av medisinsk betydning. Justeringer i arene som kommer ma paregnes.

Dobbel nomenklatur, der anamorf og teleomorf av samme sopp har hatt ulike navn, har veert forkastet siden
2011 (one fungus one name) (26), men gamle navn er godt innarbeidet og/eller benyttes fortsatt i laerebgker,
retningslinjer og databaser. Det samme isolatet kan derfor bli identifisert med ulikt navn avhengig av
metode/database, noe som kompliserer laboratorienes svarrutiner. Oppdatert sopptaksonomi fins pa
Mycobank og pa Index Fungorum - Search Page, men disse gir ikke anbefalinger om besvaring eller nytten av
endringene. Det jobbes med en Igsning for ett nettsted med anbefalte navn for medisinsk viktige sopp og
hvordan disse skal besvares. En internasjonal konsensus, der mye fortsatt er valgfritt, kom i 2023 og
laboratoriene bgr fglge denne og fremtidige oppdateringer (27).

Eksempler:
(] Magnusiomyces capitatus (tidligere kjent som Geotrichum capitatum)
(] Lomentospora prolificans (tidligere kjent som Scedosporium prolificans)
L] Nanizzia gypsea (tidligere kjent som Microsporum gypseum)

Anbefalte ringtester og validering

VKB er FDA og IVD godkjent. BFF har inntil nylig kun veert RUO, men de har na lansert et IVD BFF bibliotek som
anbefaler en variant av eDT der frontmycel hgstes fra IDFP (MyT metoden). Selve databasen er basert pa RUO
databasen med spektra generert fra flytende kultur (personlig meddelelse). Per i dag fins ingen publikasjoner
med gevinster av denne databasen /metoden opp mot andre. Begrensninger i antall arter og antall MSP per
species vil derfor vaere som tidligere.

En validering av det enorme antall arter i offentlige RUO databaser er ikke realistisk a fa til, men alle
laboratorier bgr gjgre en egen begrenset validering pa de vanligst forekommende medisinske muggsopp opp
mot den/ de databasene de benytter. Dersom mulig bgr valideringen ogsa inkludere kryptiske arter* av
medisinsk betydning, som A,lentulus, A.thermomutatus, A.calidoustus, A.pseudodeflectus og

A.tubingensis. MSI databasen krever at nye brukere logger inn med en brukerprofil, og fgr bruk vil et sett
spektra produsert av brukeren vurderes av MSI for a sikre samsvar med anbefalt ekstraksjon. NEQAS har EQA
for mycology, med god mulighet for a trene pa dyrkning og identifikasjon av muggsopp og dermatofytter.

PROBLEMOMRADER

e Bogr alle laboratorier forspke identifikasjon av muggsopp med Maldi —TOF MS pa klinisk viktige
praver i pavente av svar fra referanselab, ogsa de med begrenset erfaring i muggsoppdiagnostikk?
Variasjon i teknisk ferdighet/trening versus gevinst av hurtigere svar.

e Bruk av eDT er tidsbesparende og kan gi gode spektra, sarlig ved bruk av IDFP. Det fins lite
publisert dokumentasjon pa biotrygghet i lab ved bruk av eDT.

e Begrensninger i ulike databaser. Veer klar over hvilke arter som ikke sikkert kan skilles fra
andre arter med egen metode/ bibliotekversjon, og kommuniser et svar i trad med dette.
Morfologisk identifikasjon kan i enkelte tilfeller vaere avklarende, men ofte ikke. For alvorlige
infeksjoner bgr kommersielle bibliotek suppleres med online bibliotek (MSI fortrinnsvis) for bedre
identifikasjon av uvanlige arter og kryptiske arter da dette kan ha behandlingsmessig

konsekvens.

o Databasen er ikke ngdvendigvis oppdatert i henhold til taksonomiske endringer og/eller
nomenklatur (sjekk fgr besvaring). Kan medfgre «feilidentifikasjon».

e Det eringen internasjonal konsensus om valg av dyrknings-medium og ekstraksjon fgr
identifikasjon.

*Kryptiske arter: Art som tilhgrer samme seksjon eller species complex. Lar seg ikke skille fra hverandre med morfologiske metoder
(makroskopisk og mikroskopisk), men er ulike ved hjelp av sekvensering av ITS og/eller supplerende gener (betatubulin, calmodulin).
Iboende resistens kan vaere ulik innad i et species complex, og korrekt identifikasjon av kryptiske arter er derfor av klinisk betydning.
Eksempelvis er bade Aspergillus lentulus og Aspergillus thermomutatus som begge tilhgrer seksjon Fumigati (= A.fumiagus species complex)
resistente mot Voriconazol, til forskjell fra villtype A.fumigatus.
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Sammendrag 10 Dermatofytter

|dentifikasjon av dermatofytter med Maldi-TOF MS

Forfattere: Ida Sletteberg (Molde)/Kjersti Wik Larssen (St. Olav)
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 NAR SKAL MALDI-TOF BENYTTES TIL DERMATOFYTTIDENTIFIKASJON?
e Fenotypisk vurdering makroskopisk og mikroskopisk eller identifikasjon ved hjelp av
PCR er tilstrekkelig i de fleste tilfeller. Ved utbredt og/eller uttalt dermatofytose, ved
tinea capitis, ved mistenkt smitte fra dyr, ved utbrudd eller ved terapisvikt, bgr prgvene
dyrkes, og dermatofytter identifiseres med Maldi-TOF MS supplert med fenotypiske
karakteristika.

ANBEFALING 2 VALG AV MEDIE FOR IDENTIFIKASJON
e Sabouraud glukose agar med kloramfenikol og gentamicin vil i de fleste tilfeller vaere
egnet for identifikasjon.
e ID fungal plates har trolig en fordel hos dermatofytter, saerlig dersom man benytter
extended direct transfer metode og ikke full ekstraksjon.

ANBEFALING 3 EKSTRAKSJON OG PLATE
e Fplg anbefalinger fra leverandgr eller anvendte database.
e Full ekstraksjon med etanoltrinn er vist a gi gode spektra pa tvers av databaser, og er
anbefalt ved bruk av MSI2.0, MicrobeNet eller NIH. | tillegg sikrer etanol soppdrap.
e Extended direct transfer gir besparelse pa tid og forenkler arbeid. Publiserte data pa
hvor godt en ekstraksjon uten etanol dreper sopp (smittefare personell + kontaminasjon
i lab) er sparsom/mangelfull.

ANBEFALING 4 DATABASER OG SUPPLERENDE UNDERS@KELSER
e MSI2-databasen er vesentlig forbedret med hensyn til sikker identifikasjon av
dermatofytter, der spektra fra kolonier i ulike vekststadier, samt kolonier fra bade SAB og
IDFP er lagt til grunn. Per i dag er dette databasen for best mulig identifikasjon av
dermatofytter til species- eller species complex-niva.
e MSI2-databasen har problem med a skille nzert relaterte arter som
T.rubrum/T.violaceum og T.soudanense, her kan supplerende testing bidra til sikker
identifikasjon.

AVGRENSNING / RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Diagnostikk av dermatofytter har tidligere basert seg pa dyrkning og fenotypisk
identifikasjon av makro og mikroskopiske vekstkarakteristika. Urea, BCP og evt andre
konvensjonelle tester kan brukes som supplement i vurderingene. Dette er omtalt i
Strategirapport i mykologi fra 2013 (Microsoft Word - Strategirapport nr 27 (2013)
Soppinfeksjoner.docx (fhi.no)), og beskrives ikke videre her. Konvensjonelle metoder krever
tid, erfaring og kunnskap.

PCR-basert pavisning av dermatofytter er i dag utbredt, enten alene eller som et supplement
til dyrkning, og bidrar med gkt sensitivitet og raskere svar. Begrensninger i PCR avhengig av
hvilke species som er inkludert i PCR panel, og det er manglende evne til a skille mellom
species innen enkelte species complex som T.mentagrophytes/T.interdigitale. Et
kommersielt kit som DermaGenius 2.0/3.0 (Pathonostics, Maastricht, Nederland) skiller
mellom ulike arter av Tricophyton, Microsporum og Epidermophyton, i tillegg til Candida. T.
indotineae detekteres som en del av T. mentagrophytes complex, men differensieres ikke fra
de andre artene i samme komplekset siden egen probe for T. indotineae ikke finnes

120


https://www.fhi.no/globalassets/dokumenterfiler/rapporter/strategirapporter/soppinfeksjoner-pdf.pdf
https://www.fhi.no/globalassets/dokumenterfiler/rapporter/strategirapporter/soppinfeksjoner-pdf.pdf

Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

(1).Enkelte laboratorier har tatt i bruk ITS-sekvensering, men dette er ikke aktuelt for
rutinediagnostikk grunnet begrenset tilgjengelighet, kompetanse og kostnad.

Globalt foreligger en endring i dermatofyttenes epidemiologi, med gkende forekomst og
spredning av arter med iboende og ervervet resistens mot fortrinnsvis terbinafin, men ogsa
itraconazol , slik at korrekt artsidentifikasjon og feno- eller genotypisk resistensbestemmelse
vil vaere av stgrre betydning nd enn tidligere (1-6). Dermatofyttdyrkning bgr benyttes som
supplement til PCR i situasjoner som beskrevet i ringtestrapport 707 og summert i anbefaling
1. Maldi-TOF MS har de siste arene i gkende grad blitt brukt til vellykket identifikasjon av
dermatofytter fra oppvekstkultur, saerlig etter forbedrede offentlige databaser. Dette
tilgjengeliggjor og forenkler identifikasjon av dermatofytter for laboratorier med begrenset
erfaring i soppidentifikasjon.

Valg av system

Det er to systemer for MALDI-TOF MS som benyttes i Norge: MALDI Bio-Typer (MBT; Bruker
Scientific) og VITEK MS (BioMerieux). Det finnes fa sammenlignende studier pa deres
presisjon nar det kommer til identifikasjon av dermatofytter. | de studiene som er gjort, har
det vaert benyttet ulike dyrkningsmedier, inkubasjonstider, databaser (og versjoner),
algoritmer for danning av referansespektra, sammenligninger av ekstrahert spektrum opp
mot referansespektrum, ekstraksjonsmetoder og target plates (7-9).

Valg av dyrkningsmedie og inkubasjonstid

Dermatofytter dyrkes i de fleste laboratorier pa Saboraud med gentamicin og
chloramphenicol (SGC) agar, samt Mycobiotic agar i 2-4 uker. MALDI-TOF bgr gjgres sa snart
man far vekst pa materiale fra SGC agar, ved utilfredsstillende spekter kan det gjentas. Man
avsetter vanligvis minimum 2 spotter, og det anbefales i en del studier ogsa 4 spotter for
best mulig resultat. (2, 10-12). Det er relativt nylig lansert et medium, Id Fungi Plates (IDFP;
Conidia Coniphy, Quincieux, Frankrike) som tillater enklere hgsting av soppkolonier. En
membran pa overflaten forhindrer at hyfene vokser ned i agaren, slik at man unngar a
kontaminere platen med agar. Enkelte studier finner bedre prestasjon ved bruk av IDFP,
seerlig ved direkte overfgring for Bruker Maldi Biotyper (MBT) og flere databaser som Bruker
Filamentous fungi (BFF), NIH databasen og Mass Spectrometry Identification platform (MSI).
(7) IDFP vil vaere et mer kostbart alternativ enn Saboraud, slik at det neppe vil veere
hensiktsmessig for de fleste laboratorier i rutinediagnostikk av dermatofytter, men kan
benyttes i tilfeller der identifikasjon er utfordrende (2).

Valg av ekstraksjonsmetode og target plate

Materiale fra kolonier, herunder frontmycel, kan overfgres direkte til plate med maursyre
(extended direct transfer) og dekkes av matrix, eller ekstraheres fgrst og sa overfgres til
plate, fgr man dekker med matrix. | flere studier anbefales det full proteinekstraksjon som
gir bedre spektra og kvalitet pa identifikasjon enn direkte overfgring (2, 7, 8), selv om denne
metoden er mer tid- og ressurskrevende. Direct transfer er ogsa vist a kunne gi gode spektra,
spesielt pa vanlige arter (13). Biomerieux anbefaler for Vitek MS en spesifikk protokoll for
filamentgse sopp med proteinekstraksjon og inaktivering av konidier ved hjelp av etanol,
maursyre og acetonitril. (7, 14) Anbefalingen begrunnes i bedre resultater og av hensyn til
biosikkerhet. For Bruker foreligger ikke tilsvarende anbefaling, slik at det blir opp til det
enkelte laboratorium a vurdere hvilken metode som skal benyttes. Anbefaling fra
databasens leverandgr bgr fglges, og der en slik anbefaling ikke foreligger, vil valg av
ekstraksjonsmetode vaere avhengig av erfaring og kompetanse i laboratoriet for vurdering av
artsidentifikasjon opp mot konvensjonelle metoder. Offentlige databaser som Mass
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Spectrometry ldentification platform 2.0 (MSI 2.0) og MicrobeNet anbefaler full
ekstraksjon.

Det anbefales a fglge leverandgrs anbefalinger vedrgrende plate for dermatofytt-
identifikasjon. Engangsplater minsker risiko for kontaminasjon, som kan vaere en fordel.
Valg av database

En av de st@rste begrensningene ved Maldi-TOF MS i rutinediagnostikken er databasene
tilknyttet systemene. Disse har varierende antall tilgjengelige arter samt antall spektra for
hver enkelt art (7, 8, 15, 16). | tillegg er det utfordrende a skille mellom neert relaterte arter
som T. violaceum og T. soudanense, samt a kunne differensiere mellom arter innenfor
samme kompleks, som T. mentagrophytes complex (5, 8, 12, 13). Det finnes flere
tilgjengelige databaser for identifikasjon av dermatofytter ved hjelp av Maldi-TOF MS, bade
kommersielle, brukerdefinerte og offentlig kurerte. For de to systemene som eri bruk i
Norge i dag, Maldi Bio-Typer (MBT; Bruker Scientific) og VITEK MS (BioMerieux), finnes
henholdsvis Bruker MBT HT Filamentous Fungi (BFF) IVD og MBT HT Filamentous Fungi
Library, RUO, og VITEK MS IVD Knowledge Database (VKB) og Saramis RUO (bioMerieux)
tilknyttet. Disse databasene lar seg ikke uten videre sammenligne, siden spekter i Brukers
database er hentet fra vekst i flytende medier, mens det for NIH-databasen, VITEK MS IVD-
databasen og MSI2.0 er hgstet fra kolonier pa faste medier (7, 8). | et par studier hvor man
sammenligner de to tilgjengelige systemene for identifikasjon av filamentgse sopp fra vekst
pa faste medier, ser VITEK MS ut til  prestere bedre (7, 17). 12017 ble MSI-databasen, som
er en offentlig kurert database, lansert som en webapplikasjon fritt tilgjengelig. MSI2.0-
databasen ble tilgjengelig i 2019 og oppdatert i 2022, forbedret fra MSI med mer ngyaktige
algoritmer og flere tilgjengelige arter, slik at prosentandelen korrekt identifiserte arter har
gkt fra 63,4 til 91,7 % (12). Databasen utvikles kontinuerlig og oppdateres ihht gjeldende
taksonomi (se tabell 1 i innlegg om identifikasjon av muggsopp). Det er fortsatt utfordrende
a skille neert beslektede arter innenfor T. rubrum, T. interdigitale/T. mentagrophytes, og T.
equinum/T. tonsurans complex ved hjelp av massespektrometri, slik at morfologiske trekk
bar bidra til en samlet vurdering for identifikasjon(8, 12, 13). Species innenfor T.
mentagrophytes complex har sammenfallende morfologiske trekk, men i en studie fra 2022
er MSI2.0-databasen blitt oppdatert med 142 referansespektra fra 12 stammer innenfor
dette komplekset inkludert 3 T.indotineae-stammer. Det er hgstet kolonier fra to ulike
vekstmedier hver tredje dag etter oppvekst. Identifikasjonsraten for T. indotineae har bedret
seg fra 5 % til 96 % (2, 4, 5). Denne arten har hgy forekomst av terbinafinresistens, kan gi
utbredte dermatofyttinfeksjoner, og er pavist i flere europeiske land inkludert Norge (1, 3,
5, 18). Per i dag gir VKB 3.2 og BFF 4.0 T.indotineae ut som T.interdigitale som T.tonsurans
med god score, respektivt. Med MSI2.0 kan den identifiseres som T.indotineae med god
score, fortrinnsvis etter full ekstraksjon.

Per dags dato er MSI2.0 kun kompatibel med spektra generert fra Bruker MBT-plattformen
(7), men det foreligger publikasjon bruk av MSI2.0 pa spekter generert fra VITEK MS (se
omtale i identifikasjon av muggsopp med Maldi-TOF MS). Det ser ut til 3 veere en klar fordel
at databasene inneholder flere MSPs (mass spectral profiles) per stamme, samt flere
stammer per species, i tillegg til bruk av bade SAB med antibiotika og IDFP med kolonier i
ulike stadier for a gke sannsynligheten for identifikasjon. (7, 12, 19) Bade VKB og MSI/MSI
2.0 er bygget pa flere MSPs per stamme, og kan slik sett ha en fordel. Kombinasjon av
spekter generert fra Bruker-systemet opp mot MSI 2.0-databasen ser per i dag ut til a gi best
mulig identifikasjon av dermatofytter ved MALDI-TOF MS (17).
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Det er rapportert hgye identifikasjonsrater ved benyttelse av brukerdefinerte inhouse-
databaser knyttet opp mot maldi-TOF MS (12), men det krever ekspertise bade innenfor
sekvensering og mykologi, slik at det ikke vil veere tilgjengelig i de fleste laboratorier. Det er
derfor et behov for offentlig tilgjengelige, kurerte referansespektra databaser med hgy
kvalitet, som MSI2.0, som utvikles og oppdateres i henhold til gjeldende taksonomi betydelig
raskere enn de kommersielle (se tabell 1 iinnlegg om identifikasjon avmuggsopp). De
kommersielle databasene VKB er FDA- og IVD-godkjent, mens BFF inntil nylig kun har vaert
RUO. Fra 2022 er det ogsa lansert et IVD- bibliotek for Bruker. Det anbefales at man benytter
SLP for a kvalitetssikre dyrkning og identifikasjon av dermatofytter, samt gjgre seg erfaringer
vedrgrende databasens kvaliteter og begrensninger, her har NEQAS en EQA for mycology.
Taksonomi og besvaring

Identifikasjon av dermatofytter kan vaere utfordrende pa bakgrunn av nomenklaturens
utvikling, som gjerne gar raskere enn oppdatering av de ulike databasene. For vurderinger av
taksonomi og kriterier for identifikasjon vises det til innlegg om identifikasjon av muggsopp
med MALDI-TOF MS. For dermatofyttprgver bgr morfologi sammenholdes med klinikk,
provelokalitet, resultat ved massespektrometri, evt ogsa resultat fra supplerende tester, fgr
prgven besvares. | de tilfellene der korrekt artsidentifikasjon vurderes som klinisk relevant,
enten ved alvorlige og/eller uttale infeksjoner, eller ved opplysninger om terapisvikt, bgr
preven videresendes referanselab for bekreftelse av ID ned til species-niva.

PROBLEMOMRADER

e Det er manglende enighet internasjonalt om valg av ekstraksjonsmetode av
dermatofytter.

e Databasene har ulike begrensninger i antall arter som kan detekteres, antall spektra
per art, og hvordan spektra er generert, slik at presisjonen for ulike arter vil variere
mellom databasene.

e Ved alvorlige og uttalte infeksjoner og opplysninger om terapisvikt bgr man benytte
offentlig kurert database i tillegg til den tilgjengelige kommersielle, evt benytte annen
supplerende diagnostikk, evt bgr isolatet sendes referanselab for korrekt identifikasjon.
e Hvordan bgr Tricophyton mentagrophytes species complex besvares, kan den
besvares endelig utfra prgvelokalisasjon og/eller kliniske opplysninger?
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Sammendrag 11 Gjaersopp

Identifikasjon av gjeersopp med Maldi-TOF MS

Forfatter: Cecilie Torp Andersen

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 — MALDI-TOF MS SOM IDENTIFIKASJIONSMETODE FOR GJARSOPP
e Identifikasjon av gjaersopp ved hjelp av MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight) massespektrometri kan i stor grad erstatte
fenotypiske og biokjemiske identifikasjonssystemer for gjeersopp (1,2,3,4).
e Funnet bgr ogsa samsvare/korrelere med koloniutseende pa kromogen agar, og bgr
stgttes av en annen identifikasjonsmetode (sekvensering) ved uventet eller sveert uvanlig
agens i klinisk viktige prgver.

ANBEFALING 2 IDENTIFIKASJON AV INVASIVE ISOLAT
e Gjeaersopp fra blod og sterile omrader samt fra antatt invasiv infeksjon skal
identifiseres til artsniva med hjelp av massespektrometri.
e Ved tvil om artsidentifikasjon benyttes sekvensering (ITS, D1D2 eller annet egnet
malgen), alternativt helgenomsekvensering for identifikasjon. (5,6)
e Isolatet sendes referanselaboratoriet som verifiserer/utfgrer endelig identifikasjon.
e Ved spgrsmal om utbrudd med candida vil helgenomsekvensering bli aktuelt (metode
valideres/OUS).
e Gjaersopp ber pavises massespektrometrisk direkte i positiv blodkultur pa lik linje
som bakterier, alternativt kan massespektrometri fra tidlig vekst pa skal bidra til rask
identifikasjon av aktuelt agens og eventuelt rettlede behov for alternativ
behandling. (7,8,9)
e Det er lite resistens mot aktuelle soppmidler i Norge og korrekt og rask identifikasjon
kan benyttes til radgivning med tanke pa valg av antimykotika til pasienter som ikke har
statt pa langvarig behandling eller profylakse.

ANBEFALING 3 IDENTIFIKASJON AV KOLONISERENDE FLORA

e Koloniserende flora bgr identifiseres, men krav til sikker identifikasjon er her mindre,
eksempel bare med bakgrunn i farge og morfologi pa kromogen agar eller kun
tilstedeveerelse av utlgpere pa mediet som indikerer C.albicans (men ikke utelukker
C.dubliniensis).

e C.quris ma alltid identifiseres massespektrometrisk

e MALDI-TOF MS bgr alltid benyttes pa gjaersopp fra inneliggende risikopasienter
eksempelvis fra hematologen eller intensivavdeling hvor koloniserende flora kan
veere/bli utgangspunkt for invasiv infeksjon.

ANBEFALING 4 BRUK AV KROMOGENE MEDIER OG ANDRE SPESIFIKKE MEDIER FOR PAVISNING AV
GJZARSOPP | PRGVE OG SOM MEDIUM FOR IDENTIFIKASJON
e Sabouraud glukose/dextrose agar med kloramfenikol og gentamicin er en universal,
selektiv soppskal som egner seg for dyrkning av gjaersopp og videre identifikasjon med
MALDI-TOF MS
e Sabouraud skalen kan erstattes av candida kromskal ved gjaersoppdyrkning og
identifikasjon av koloni kan foretas direkte fra kromskal.
e Ved soppdyrkning fra positiv blodkulturer med mikrokopifunn av sopp bgr kromskal
legges til for raskere preliminzer identifikasjon og vurdering av blandingsinfeksjon.
e Ved oppvekst pa kromskal kreves minimum 3 dggns inkubering fra blodkultur og
andre sterile prgver for a identifisere blandingskulturer.
e Kromogen agar kan benyttes for screening av C.auris, men MALDI-TOF MS
obligatorisk for identifikasjon av mistenkte/mulige C.auris kolonier.
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e Farge pa kromogent medium bgr samsvare med identifikasjon med MALD-TOF.

e Andre selektive medier for pavisning av gjaersoppinfeksjoner er lite brukt i Norge. Da
kryptokokkinfeksjoner er en raritet anses ikke bruk av birdseed/fuglefrpagar eller andre
spesialmedier @ veere ngdvendige i ordinaer diagnostikk, men ved kryptokokkdyrkning
anbefales inkubasjon pa to temperaturer.

e Benyttet medium kan pavirke spekter ved identifikasjon med MALDI-TOF og fersk
subkultur til anbefalt medium anbefales hvis problemer med identifikasjon, men det bgr
vanligvis ikke veere ngdvendig a benytte produsentenes egne medier (BD™ and BMX™
SDA medium). (10)

ANBEFALING 5 PROVEPREPARERING OG EKSTRAKSJONSMETODE

e Det anbefales a avsette to spot pa targetplaten pr agens.
e Produsentene anbefaler som rutine samme ekstraksjonsmetoder for bakterier og
gjeersopp. Prgvepreparering bgr fglge produsentens egne anbefalinger.
e Ekstraksjonsmetode

o direkte metode; mikrobe + matrix

o hurtig ekstraksjonsmetode; mikrobe + maursyre + matrix

o full etanol/maursyre ekstraksjon (Bruker)
e Direkte metode uten maursyre kan fungere for gjeersopp, men celleveggen krever
ofte ekstraksjon for bedre spekter.
e For identifikasjon av gjeersopp anbefales prgvepreparering med «direkte metode» fra
koloni med «hurtigekstraksjon» med 100 % maursyre for a bryte ned celleveggen til
gjeersoppen. Nar blandingen er lufttgrret kan matriksen tilsettes. Ved identifikasjon av
mukoide kryptokokker kan det vaere lurt a tilsette maursyre pa platen fgrst for deretter a
rgre mikroben inn i syren.
e Dersom man jikke kommer til malet med hurtigekstraksjon anbefaler Bruker full
«etanol/maursyre ekstraksjon» Bibliotekene i Brukerdatabasen er bygget opp ved hjelp
av denne ekstraksjonen.
e Dersom man ikke far tilfredsstillende identifikasjon anbefaler BD a gjenta analysering
med ordinaer ekstraksjonsmetode.
e Det kan synes som om anvendt teknikk for deponering pa targetplaten/handlag for
de fleste gjeersopp er viktigere enn type plate og hvilken ekstraksjon som benyttes. Ulike
studier spriker med hensyn til hva som faktisk fungerer best. Hvis man ikke lykkes med
identifikasjon av gjeersopp bgr man forsgke identifikasjon fra fersk subkultivering pa
anbefalt medium og man kan man vurdere a optimalisere bade ekstraksjon og eventuelt
bruk av type target plate. (8,11)

ANBEFALING 6 BRUK AV DATABASER
e Produsentene har oppdaterte bibliotek/databaser for sopp som stort sett fungerer
sveert bra for vanlige gjeersopp
e Databaser eri stadig utvikling, rad som gis i en strategirapport er derfor raskt
utdaterte.
e Bade MALDI Biotyper og VITEK MS identifiserer de vanligste gjaersopparter, mens
VITEC MS mister eller feil-identifiserer noen flere sjeldne arter og Bruker har pr 2024
faerre dimorfe sopp i sin ordinaere database. (10,12) .
e Man ma veere klar over produsentens oppgitte begrensinger for entydig
ID/consistency/matching hints osv. som for bakterier
e Bruk av de IVD og FDA godkjente databasene innebaer darligere identifikasjon av
sjeldne agens.
e Ved bruk av ikke-validerte databaser anbefaler BD/Bruker validering f@r disse tas i
bruk.
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e Det er mulig a benytte egendefinerte databaser, men IVDR og CE merking kan pa sikt
tenkes a komplisere bruk av egne og andre ikke kommersielle databaser.

e For gjeersopp blir nomenklaturen i databasene oppdatert uten referanse til tidligere
navn eller eventuelt aktuelt artskompleks. Nar databaseoppdateringer foreligger bor
laboratoriene bgr ha rutine for a handtere oppdatere endringer i nomenklatur og
kommentere nytt og gammelt navn/artskompleks i labdatasystemmet, se detaljer
under anbefaling 8. (10,13)

ANBEFALING 7 KRITERIER FOR GODKJENNING TIL ARTSNIVA
e Produsentens anbefalinger/kriterier for cutoff for scoreverdi/prosent ID for
godkjenning av identifikasjon tilstrebes, men for gjaersopp er lavere score/prosent ID
vanlig og kan benyttes for sikker identifikasjon med noen begrensinger;
e Bruker; anbefaler cutoff for artsidentifikasjon som log score >2.0, men flere
publikasjoner beskriver sikker identifikasjon av gjaersopp til artsniva med identifikasjons
log score >1.7, forutsatt for gvrig entydige identifikasjon/ «consitency», paralleller og
eventuelle begrensinger oppgitt under «matching hints» - pa lik linje med kriterier for
bakterieartsidentifikasjon (14,15).
e Generelt forventes bedre scoreverdi nar full ekstraksjons benyttes.
e VITEK MS angir score > 90% som tilfredsstillende for identifikasjon av gjeersopp. (16)
Alternative databaser som MSI (11) og MicrobeNET (17) kan benyttes for sikrere
identifikasjon av sjeldne agens /dersom man mistenker at anvendt database ikke
inneholder aktuell stamme, men disse databasene er vanligvis mindre aktuelle for
identifikasjon av gjaersopp enn for muggsopp og dermatofytter.
e Laboratoriet bgr tilstrebe a benytte oppdatert versjon/database og vaere klar over
eventuelle fallgruver i benyttet system (12).

ANBEFALING 8 NOMENKLATUR
e Oppdaterte bibliotek og soppdatabaser (fra leverandgrer) benytter «nye»/ ikke
innarbeide navn pa gjeersopp med uten referanse til tidligere navn, eller eventuelt
aktuelt artskompleks.
e Det er ikke endelig konsensus i internasjonale medisinske mykologiske miljg om alle
endringer innen nomenklatur av gjaersopp, og seerlig vedrgrende rapportering av nytt
navn pa tidligere candidaarter til kliniker. (1,18,19)
e Nye navn utfordrer begrep som candidemi og medfgrer forvirring mtp innsending til
NORM
¢ Nye non-Candidanavn tar heller ikke hgyde for EUCAST brytningspunkstabell for
flukonazol for candidaarter uten spesifikke brytningspunkt.
e Laboratoriet bgr oppgi bade nytt og gammelt navn, eventuelt tilhgrende
artskompleks i henhold til internasjonale anbefalinger, ikke kun overfgre navnet i aktuelt
bibliotek uten kommentar og avvente navnendring til konsensus foreligger. (18,19)

ANBEFALING 9 KONVENSJONELLE FENOTYPISKE TESTER
¢ Konvensjonelle fenotypiske tester for identifikasjon av gjeersopp er ikke lengre i
almen bruk og beskrives IKKE naermere
o Kimrgr/Germtube; pavisning av C.albicans
o Urease; Cryptococcus spp. og Rhodotorula spp. er urease positive.
Candida og Trichosporon har bade urease positive og urease negative species.

ANBEFALING 10 MOLEKYLZARE METODER VED IDENTIFIKASJON AV GJZARSOPP FRA
PROVEMATERIALET
e Candida DNA pavisning finnes na for utvalgte agens direkte i provematerialet
o Blod (EDTA/serum)
o Positiv blodkultur
o Sterilt materiale
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e Det finnes en kommersiell C.auris PCR til bruk i screening, men den er ikke i bruk i
Norge pa grunn av lav insidens og dessuten behov for dyrkning og resistensbestemmelse.
Ulike plattformer med kommersiell PCR eller nye metoder eller kombinasjoner av slike
omtales ikke naermere.

e Bruk av molekylzere metoder for pavisning av Candida DNA direkte i blod/serum
inngar forelgpig ikke i internasjonale anbefalinger og slik diagnostikk bgr eventuelt
tilpasses aktuell pasientpopulasjon og kommende anbefalinger. (20,21, 22)

e Det er problematisk @ anvende molekylaere metoder for pavisning av Candida DNA
direkte i prgvematerialet der Candida er en del av normalfloraen. Kun de vanligste
Candidaarter inngar i kommersielle tester, og sjeldne arter pavises ikke. Bruk av slike
tester er forelgpig forbeholdt visse risikogrupper hvor pavisning av Candida DNA kan
erstatte soppsekvensering i sterile materialer.

ANBEFALING 10 MOLEKYLAZRE METODER VED IDENTIFIKASJON AV GJARSOPP FRA KOLONI
e Molekylzere metoder utover sekvensering anses ikke ngdvendige for @ komme i mal
med identifikasjon fra koloni/oppdyrket materiale der massespektrometri ikke er
entydig.

AVGRENSNINGER OG RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Avgrensing:

Innlegget tar for seg identifikasjon av medisinsk relevante gjeersopp og vil i liten grad bergre
problemstillinger knyttet til bruk av ulike plattformer med kommersiell PCR, nye metoder eller
kombinasjoner av slike for pavisning av gjeersopp DNA direkte i prgvematerialet. Innlegget vil heller
ikke inngdende ga inn pa problemstillinger knyttet til pavisning av dimorfe sopparter som er sveert
sjeldent forekommende i Norge.

De fleste problemstillinger knyttet til identifikasjon av gjaersopp er de samme som for bakterier og
der dette er tilfelle blir ikke tema inngaende utdypet i innlegget. Bruk av automatisert teknologi for
avsetting av spot pa plate/full automasjon omtales heller ikke naermere (23). Pavisning av gjaersopp
direkte i positiv blodkultur er bare nevnt og antas omtalt i eget innlegg. Konvensjonelle fenotypiske
tester for identifikasjon av gjeersopp er ikke lengre i almen bruk og beskrives IKKE naarmere.

Relevante problemstillinger:

MALDI-TOF MS er en uovertruffen identifikasjonsmetode for gjeersopp og begr fglge internasjonal
standard. De fleste problemstillinger knyttet til bakterieidentifikasjon med massespektrometri vil
ogsa gjelde for gjeersopp. (24)

Metoden kan i stor grad erstatte fenotypiske og biokjemiske identifikasjonssystemer for gjaersopp.
(1,2,3, 4) MALDI-TOF MS muliggj@r en rask og korrekt identifikasjon og utgjgr et stort fremskritt i
moderne pasientbehandling. (9,20,21,22)

Mulighet for a identifisere gjaersopp direkte i positive blodkultur pa lik linje med bakterier muliggjgr
pavisning av flere typer gjeersopp enn de som normalt inngar i kommersielle DNA baserte
identifikasjonssystemer, alternativt kan massespektrometri fra tidlig vekst pa skal bidra til rask
identifikasjon av aktuelt agens og rettlede behov for alternativ behandling. (7,8)

Det er lite resistens mot aktuelle soppmidler i Norge og korrekt og rask identifikasjon kan benyttes til
radgivning mtp valg av antimykotika til pasienter som ikke har statt pa langvarig behandling eller
profylakse.

Gjaersopp dyrkes normalt pa selektive medier som Sabouraud glukose/dextrose agar med
kloramfenikol og gentamicin eller man benytter direkte utssed pa kromogene soppmedier. Ved
soppdyrkning fra positiv blodkulturer med mikrokopifunn av sopp bgr kromskalen legges til for
raskere preliminaer identifikasjon og vurdering av blandingsinfeksjon og skalen bgr inkuberes i 3
dggn. Inkubering ved to temperaturer anbefales ved mistanke om kryptokokkinfeksjon. Kromogen
agar benyttes for screening av C.auris, men MALDI-TOF MS er obligatorisk for identifikasjon av
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mistenkte/mulige C.auris kolonier. Andre selektive medier for pavisning av gjaersoppinfeksjoner er
lite brukt i Norge. Kryptokokkinfeksjoner er en raritet og bruk av birdseed/fuglefrgagar eller andre
spesialmedier anses ikke a vaere ngdvendige ved kryptokokkdyrkning.

SAB er anbefalt medium for videre identifikasjon med MALDI-TOF MS, men andre medier og
kromskalen kan ogsa benyttes. Farge og kolonimorfologi pa kromskal kan gi en indikasjon pa aktuell
art, men for entydig identifikasjon bgr invasive isolat og isolat fra risikopasienter identifiseres med
MALDI-TOF MS og funnet samsvare med fenotypisk identifikasjon/vekst pa kromskal.

Teknisk utfgrelse for identifikasjon av gjaersopp sammenfaller i stor grad med identifikasjon av
bakterier. Det anbefales a benytte 2 spot pa platen og fglge produsentens anbefalinger for
ekstraksjon. Teknikk er sannsynligvis viktigere enn type plate forutsatt adekvat rengjgring av
gjenbruksplater.

Det er mulig 8 komme til malet med direkte avsetting av gjeersoppen pa plate kun med bruk av
matrix uten forutgdende ekstraksjon med maursyre, men for identifikasjon av gjaersopp anbefales
pregvepreparering med «direkte metode» fra koloni med «hurtigekstraksjon» med 100% maursyre for
a bryte ned celleveggen til gjaersoppen. Nar blandingen er lufttgrret pa platen kan matriksen
tilsettes. Ved identifikasjon av mukoide kryptokokker kan det vaere en fordel a tilsette maursyre pa
platen fgrst for deretter a rgre mikroben inn i syren.

Dersom man ikke kommer til malet med «hurtigekstraksjon» anbefaler Bruker full «etanol/maursyre
ekstraksjon». Dette kan vaere szerlig nyttig for «harde» sopparter som Trichosporon. Bibliotekene i
Brukerdatabasen er bygget opp ved hjelp av denne ekstraksjonsmetoden. BD anbefaler a gjenta
analysen med ordinaer ekstraksjonsmetode.

Ved mistanke om dimorfe sopp/P3 organismer ma inaktivering skje i sikkerhetskabinett pa P3 lab
med inaktivering/full ekstraksjon med etanol/maursyre, men inaktivert materiale kan tas med ut av
P3 lab for videre identifikasjon. Identifikasjon med hjelp av MALDI-TOF MS av gjaerformen av P3
organismer som Histoplasma spp eller Coccidioides spp kan veere vellykket, men pa generell basis skal
identifikasjon av muggformen vaere bedre enn gjeerformen-se annet innlegg. | Norge har vi knapt
erfaring med slike infeksjoner. Bibliotekene oppdateres fortlgpende med nye agens og man ma
forvente at ogsa Bruker oppdaterer sin database med dimorfe sopp som BD/ VITEC MS har gjort.

(12)

Det kan synes som om anvendt teknikk for deponering pa plate for de fleste gjaersopp er viktigere
enn type targetplate og hvilken ekstraksjon som benyttes. Ulike studier spriker med hensyn til hva
som faktisk fungerer best. Hvis man ikke lykkes med identifikasjon av gjeersopp kan man optimalisere
ekstraksjon og eventuelt bruk av type targetplate. (1,8,11)

Benyttet medium kan ogsa pavirke spekter ved identifikasjon med MALDI-TOF og fersk subkultur til
anbefalt medium anbefales hvis problemer med identifikasjon, men det bgr vanligvis ikke veere
ngdvendig a benytte produsentenes egne medier (BD™ and BMX™ SDA medium) (10)

BIBLIOTEK/DATABASER

Produsentene har oppdaterte bibliotek/databaser med spekter for ulike typer sopp. Bade MALDI
Biotyper og VITEK MS identifiserer de vanligste gjeersopparter. VITEC MS mister eller feil-identifiserer
noen flere sjeldne arter og Bruker har feerre dimorfe sopp i sin ordinzere database. (10)

Bruk av de IVD og FDA godkjente databasene innebaer potensielt darligere identifikasjon av sjeldne
agens da disse ikke ngdvendigyvis ligger inne. Databasene er dessuten i stadig utvikling, rad som gis i
en strategirapport er derfor raskt utdaterte.

Man ma vaere klar over produsentens oppgitte begrensinger for entydig ID/consistency/matching
hints osv. som for bakterier. Ved bruk av ikkevaliderte databaser anbefaler BD og Bruker validering
for bruk. Det er ogsa mulig a benytte egendefinerte databaser, men IVDR og CE merking kan pa sikt
tenkes a komplisere bruk av egendefinerte og andre ikke kommersielle databaser. (10,13)

For gjaersopp blir nomenklaturen i bibliotekene/databasene oppdatert uten referanse til tidligere
navn eller eventuelt aktuelt artskompleks. Mange sopparter har tidligere hatt ulikt navn i kjgnnet og
ukjgnnet form noe som skal veere ivaretatt i hht «one fungus one name». Dette er i stor grad
implementert i aktuelle malditof databaser, som ofte er raskt uten med a implementere nye navn,
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uten at dette ngdvendigvis er helt konsistent. (Eksempel Candida glabrata men Pichia kudriavzevii).
Laboratoriene bgr ha rutine for 3 oppdatere ny nomenklatur og kommenterer nytt og gammelt
navn/artskompleks nar databaseoppdateringer foreligger, men bgr ikke adoptere alle nye
endringer uten konsensus, se anbefaling 8.

KRITERIER FOR IDENTIFKASJON

Spekteret sammenlignes med aktuelle spekter i instrumentets database og algoritmer beregner en
logscore/scoreverdi/prosent ID hvor produsenten oppgir kriterier for sikker identifikasjon uten a ta
hensyn til om agens er bakterie eller sopp. Produsentens anbefalinger tilstrebes, men for gjeersopp er
en lavere score/prosent vanlig og kan ofte benyttes for sikker identifikasjon med noen begrensinger.
Bruker anbefaler cut-off for artsidentifikasjon log score >2.0, men flere publikasjoner beskriver sikker
identifikasjon av gjaersopp til artsniva med log score >1.7 i Brukerdatabasen, forutsatt forgvrig
entydige identifikasjon/ «consitency» og paralleller- pa lik linje med kriterier for
bakterieartsidentifikasjon. Arvakenhet anbefales der det er fa spekter i databasen, som for bakterier.
Generelt forventes bedre scoreverdi nar full ekstraksjons benyttes. (14)

VITEK MS angir score > 90% som tilfredsstillende (16) Alternative databaser som MSI (11)

og MicrobeNET (17) kan benyttes for sikrere identifikasjon av sjeldne agens /dersom man mistenker
at anvendt database ikke inneholder aktuell stamme, men disse databasene er vanligvis mindre
aktuelle for gjeersopp enn for muggsopp og dermatofytter.

Laboratoriet bgr tilstrebe & benytte oppdatert versjon/database og vaere klar over eventuelle
fallgruver i benyttet system. Bruker og BD anbefaler validering ved bruk av lavere score/prosent ID
enn systemet opererer med. (8,14,15)

Som for bakterier er kvaliteten pa bibliotekene/databasene som benyttes essensielle for kvaliteten
pa identifikasjon og laboratoriene ma jevnlig oppdatere i trad med gjeldene anbefalinger (se annet
innlegg). Ikke alle navnendringer i databasene er velfunderte og forankret i et bredere fagmiljg og
soppnomenklatur er utfordrende (se senere).

NOMENKLATUR

Taksonomi basert pa molekyleer fylogeni har reorganisert mykologien som tidligere baserte seg pa
morfologi og biokjemiske tester. Fenotypiske og biokjemiske tester klarte ikke & skille gjaersopp i ulike
artskompleks og feilidentifikasjon for enkelte arter var tidligere et stort problem, men med ny
nomenklatur oppstar nye utfordringer.

Sopp er til forskjell fra bakterier mer komplekse, eukaryote organismer og samme art kan gjenfinnes i
kjgnnet og ukjgnnet form ofte med ulik navn. Oppdaterte bibliotek og soppdatabaser benytter
«nye»/ ikke innarbeide navn pa gjaersopp uten referanse til tidligere navn, eller eventuelt tilhgrighet
til aktuelt artskompleks.(18)

Ikke alle nye navn er kvalitetssikret og «godkjent» av medisinske mykologer da de ikke tar hensyn til
at sopp er komplekse organismer. Og selv nye, aksepterte og godkjente navn utfordrer i mange
tilfeller innarbeidede begrep som candidemi og medfgrer forvirring mtp innsending til NORM,
kliniske brytningspunkter og sa videre. Nye non-Candidanavn er ikke implementert i EUCAST
brytningspunksttabell for flukonazol for candidaarter uten spesifikke brytningspunkt.

Det er gnskelig at man i Norge enes om, om, nar og hvordan nye navn implementeres for a unnga
forvirring- for sopp pa samme mate som for bakterier. For sopp ma man ogsa ta hensyn til
muligheten for ulike navn pa kjgnnet/ukjsnnet form og nomenklatur i produsentenes bibliotek er
ikke ngdvendigvis kvalitetssikret/forankret i et bredt mykologisk fagmiljg. En internasjonal konsensus
fra 2023 har forsgkt med en forsiktig tilnaerming og rad for implementering av nye navn og norske
laboratoriene bgr fglge denne og fremtidige oppdateringer (18).

Laboratoriet bgr i hht konsensus pa arets strategimgte oppgi bade nytt og gammelt navn eventuelt
tilhgrende artskompleks i hht internasjonale anbefalinger, ikke kun overfgre navnet i aktuelt
bibliotek uten kommentar. (18,19)

Labdatasystemene vil veere fgrende for hvordan navn kan gjengis, men inntil internasjonal konsensus
mener referanselaboratoriet at Candida navnet fortsatt bgr brukes med en kommentar om at
nomenklatur er i endring og angi nytt/foreslatt navn og eventuelt tilhgrende artskompleks.
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Annen identifikasjon

Ved tvil om artsidentifikasjon benyttes sekvensering (ITS2 eller D1D2 eller annet egnet malgen),
alternativt helgenomsekvensering for identifikasjon av gjeersopp. (5)

Isolatet sendes referanselaboratoriet som verifiserer/utfgrer endelig identifikasjon. Ved spgrsmal om
utbrudd med Candida er helgenomsekvensering aktuelt, metode valideres pa OUS 24/25.

Molekylzere metoder for pavisning av gjarsopp direkte i prgvematerialet

Metoder for pavisning Candida DNA finnes na for utvalgte agens direkte i prgvematerialet som blod
(EDTA/serum), positiv blodkultur og sterile materiale. Ulike plattformer med kommersiell PCR eller
nye metoder eller kombinasjoner av slike som ikke omtales naermere i rapporten.

Det finnes en kommersiell C.auris PCR til bruk i screening, men den er forelgpig ikke i bruk i Norge
pga sveert lav insidens men ogsa da det samtidig er behov for dyrkning og resistensbestemmelse.
Bruk av molekylaere metoder for pavisning av Candida direkte i blod/serum inngar forelgpig ikke i
internasjonale anbefalinger og slik diagnostikk bgr tilpasses aktuelle pasientpopulasjoner og
kommende anbefalinger. ECMM utarbeider i samarbeid med ISHAM og ASM nye retningslinjer for
diagnostikk og handtering av candidainfeksjoner se Candidiasis - ECMM

Bruk av molekyleere metoder for pavisning av Candida direkte i prgvematerialet er mulig men
vanskeliggjgres der candida er en del av normalflora og tilbys derfor fortrinnsvis i presumptivt sterile
materialer. Ikke alle Candida arter inngar i kommersielle tester og bruk av slike tester er forelgpig
forbeholdt visse risikogrupper hvor pavisning av Candida DNA kan erstatte soppsekvensering i sterile
materialer (20,21,22).

For kryptokokker er an antigentest kommersielt tilgjengelig og det er lovende antigentester for
pavisning av endemiske soppinfeksjoner pa markedet, men dette omtales ikke neermere i denne
rapporten (se strategimgtet for virologi/serologi 2024).

Molekylaere metoder utover sekvensering anses ikke ngdvendige for 8 komme i mal med
identifikasjon fra koloni/oppdyrket materiale for gjeersopp.

Oppsummert

MALDI-TOF MS er en uovertruffen identifikasjonsmetode for gjaersopp. De fleste laboratorier utfgrer
korrekt identifikasjon pa de hyppigst forekommende gjeersopp, men ma pase at man jobber med
renkultur.

Sjeldne og uvanlige gjaersopp bgr sendes til referanselaboratoriet for endelig identifikasjon, likesa
alle gjaersopp fra pasienter med fungemi og alvorlige infeksjoner for verifisering av identifikasjon og
resistensbestemmelse.

C.auris er nominativt meldepliktig og skal innsendes for overvakning.

Rask identifikasjon til artsniva av klinisk relevant gjeersopp kan vanligvis rettlede valg av behandling
da ervervet resistens er uvanlig hos pasienter uten forutgaende langvarig soppbehandling eller
profylakse. Alle gjaersoppisolat fra blodkultur og invasive infeksjoner bgr sendes til
refersanselaboratoriet. Candidaisolat fra blodkultur inngar i NORM overvakningen og ma sendes inn.

PROBLEMOMRADE 1

Kriterier for godkjenning av artsidentifikasjon, bruk av lavere log score/prosent ID. Bgr man fglge
produsentens anbefalinger og hvis ikke ma man validere bruk av lavere log score/prosent ID?

PROBLEMOMRADE 2

Bruk av ikke-validerte databaser. Uten mulighet for a benytte slike databaser blir det vanskelig a
identifisere uvanlige gjeersopp.

Dette gjelder bade «Research use only» (RUO) databaser fra Bruker MBT (RUO) og VITEK MS
(SARAMIS) i tillegg til ikke kommersielle databaser som MSI og Mikrobenett og egendefinerte
databaser.

Bdr bruken av slike og eksterne databaser valideres og bgr alle laboratorierbenytte slike databaser
eller bare pa referanselaboratoriet/ utvalgte avdelinger med stgrre prgvevolum?
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PROBLEMOMRADE 3

Kriterier for forsendelse til referanselaboratoriet; Gjeersoppisolat fra blod OG sterile
omrader/invasive infeksjoner samt alle nye C.auris isolat som er meldepliktig til MSIS skal sendes til
referanselaboratoriet for verifisering av identifikasjon og resistensbestemmelse.

Alle laboratorier bgr utfgre resistensbestemmelse av gjaersopp med en validert kommersiell
metode.

PROBLEMOMRADE 4

Nomenklatur, (anbefaling 8) Bibliotekene endrer navn uten hensyntagen til anbefalinger om a
rapportere nytt og gammelt navn, og eventuelt aktuelt artskompleks.
Diskusjonen ma ogsa sees i relasjon til problemstilling knyttet til bakterier

PROBLEMOMRADE 5
Oppmuntrer full identifikasjon av normalflora til ungdvendig behandling? (anbefaling 3)
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Sammendrag 12 Mykobakterier

Identifikasjon av mykobakterier

Forfattere: Anne-Torunn Mengshoel (ref. lab., FHI) og André Ingebretsen, Oslo
universitetssykehus

FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 - BRUK AV IVD GODKJENT ARBEIDSFLYT

Det anbefales a bruke IVD godkjente systemer sa langt det praktisk lar seg gj@re. Bruk av
arbeidsflyt som ikke er IVD godkjent bgr valideres som «in-house» kit etter IVDR artikkel 5.
Arbeidsflyt inkluderer inaktivering, ekstraksjon, bruk av egnet MS database samt evt.
modifikasjoner av teknisk metode for innsamling av spektre.

ANBEFALING 2 — IDENTIFIKASJON AV HURTIGVOKSENDE MYKOBAKTERIER

Ved mistanke om hurtigvoksende mykobakterier bgr en utfgre identifikasjon ved eget
laboratorium eller samarbeidende lab. ev. referanselab. innen rimelig tid, avhengig av klinisk
relevans, prgvematerialet og pasientens tilstand. MALDI TOF MS er en godt egnet metode
for identifikasjon av hurtigvoksende mykobakterier bade fra fast medium og fra flytende
medium.

ANBEFALING 3 — IDENTIFIKASJON AV M.TUBERCULOSIS KOMPLEKS (MTBC) OG
LANGSOMTVOKSENDE NTM

Ved selektiv dyrkning for mykobakterier er det viktig med rask avklaring om det er
tuberkulosebakterier som vokser, og for NTM utfgre identifikasjon ved eget laboratorium
eller samarbeidende lab/referanselab. innen rimelig tid, avhengig av klinisk relevans,
prgvematerialet og pasientens tilstand. MALDI TOF MS er en godt egnet metode for
identifikasjon av NTM fra faste medier og fra flytende medier. MALDI TOF MS kan
identifisere MTBC til artskompleks-niva, men om man vil gjgre dette som rutine bgr veere
opptil laboratoriet. Viser til punkt under for andre metoder for identifikasjon av MTBC.

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER

Det vises til rapport fra strategimgte 2016 om Mykobakteriediagnostikk. Dette innlegget er
her oppdatert med et hovedfokus pa identifikasjon med MALDI-TOF MS, og tar
utgangspunkt i Bruker Daltonics og Biomerieux sine systemer.

PROBLEMOMRADE 1 — RUTINE MYKOBAKTERIE DIAGNOSTIKK

Rutiner pa laboratoriene inkluderer fglgende:

e |dentifikasjon direkte i prgvematerialet. Viser til WHO operational handbook for oppdatert

informasjon om pavisning av MTBC og rifampicin resistens direkte i prgvemateriale.
e Identifikasjon ved tilfeldig funn av hurtigvoksende mykobakterier ved vanlig bakteriologisk

undersgkelse. Ved mistanke om hurtigvoksende mykobakterier utfgres identifikasjon ved
eget laboratorium eller samarbeidende lab/. referanselab. innen rimelig tid, avhengig av
klinisk relevans, prgvematerialet og pasientens tilstand

e Mikroskopi med spesialfarging: paviser syrefaste staver

e MALDI-TOF MS: gir art eller gruppe/kompleks

e Selektiv sekvensering av malgen: gir art eller gruppe/kompleks
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MALDI TOF systemene er gode til 3 identifisere mykobakterier selv om noen kun til artskompleks.
Hvilket niva av identifikasjon som er gnskelig ma vurderes pa de ulike laboratoriene basert pa den
kliniske problemstillingen.

e |dentifikasjon av mykobakterier ved selektiv dyrkning for mykobakterier pa primeerlab

e Rask avklaring om det foreligger vekst av tuberkulosebakterier er viktig

e Veksthastighet: sannsynliggjgr hurtig eller langsomtvoksende mykobakterie

o Mikroskopi med spesialfarging: paviser syrefaste staver og morfologi gir mistanke om MTBC

e MPT64 antigen: resultat sammen med mikroskopi sannsynliggjgr tuberkulosebakterier

e NAAT for MTBC: bekrefter/avkrefter tuberkulosebakterier

e Ved vekst pa fast medium: pigmentering med eller uten lyseksponering kan sammen med
veksthastighet sannsynliggjgre art eller gruppe/kompleks

e MALDI-TOF MS: gir art eller gruppe/kompleks av NTM, ev. MTBC

e Selektiv sekvensering av malgen: gir art eller gruppe/kompleks av NTM

e Helgenomsekvensering av mykobakterier hvis tilgjengelig

Rutiner for Identifikasjon av mykobakterier pa Nasjonalt referanselab (NRL) pa FHI.

Ved referanselab far man i dag rask bekreftelse pa at innsendt kultur tilhgrer MTBC og endelig
artsidentifikasjon faes ved helgenomsekvensering lien probe assay (LPA), og NTM identifiseres til
gruppe/kompleks/species og subspecies niva avhengig av funnets kliniske relevans, isaer der det er
aktuelt & behandle pasienten og/eller resistensbestemmelse er gnsket utfgrt.

Metoder for identifikasjon som benyttes ved NRL per i dag:

e |dentifikasjon ved NRL baserer seg pa molekylare metoder.
e LPA (line probe assay) fra Hain: revers hybridisering med ulike malgen for de ulike testene
o Utfgrer MTBDRplus ved mottak av kultur som sannsynlig tilhgrer M. tuberculosis-komplekset
og paviser mutasjoner assosiert med resistens for rifampicin og isoniazid
e Utfgrer MTBDRsl ved pavist resistens for rifampicin og/eller isoniazid
e Utfgrer GenoType Mycobacterium CM og AS ev. NTM-DR for identifikasjon av NTM
o Utfgrer GenoType MTBC ved mistanke om M. bovis BCG.
e Helgenomsekvensering og egnet database for artsidentifikasjon av MTBC og av NTM, ved
behov.
Diagnostikken som utfgres pa NRL sees i sa mmenheng med diagnostikken utfgrt pa
primaerlaboratoriene. Isolat kan oppbevares i stamme bank under “ldentifikasjon utfgrt ved
innsendende laboratorium” hvis metoden som benyttes er tilstrekkelig kvalitetssikret og ikke ma
bekreftes ved NRL.

PROBLEMOMRADE 2 — MALDI TOF MS

Generelt er Mycobacterium sp mer krevende a identifisere ved MALDI TOF MS enn andre bakterier.
Dette skyldes bade celleveggskomposisjon og en generell lavere metabolsk aktivitet sammenlignet
med andre bakterier. Dette kan assosieres med deres lave antall ribosomer. Siden identifikasjon av
bakterier ved MALDI TOF MS baserer seg pa deteksjon av ribosomale proteiner er man helt avhengig
av en optimal prgvepreparering. | tillegg bar alle Mycobacterium sp. behandles som BSL- 3
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organismer inntil det er avkreftet at bakterier tilhgrer MTBC. Dermed er ogsa inaktivering et viktig
trinn i prgveprepareringen.

Det er publisert mange protokoller for inaktivering og pr@vepreparering nar man skal identifisere
mykobakterier ved MALDI TOF MS, bade for bakterier dyrket pa fast medium og i flytende medium.
Bade MBT Biotyper og Vitek MS har MS databaser med de viktigste Mycobacterium sp. De har ogsa
IVD godkjent arbeidsflyt. Dette innebaerer IVD godkjent inaktivering, proteinekstraksjon,
instrumentinnstillinger og MS databaser. Disse bgr fglges hvis man ikke vil gjgre en betydelig
validering av metoden.

Det er noe variasjon pa grad av identifikasjon mellom ulike MALDI TOF MS systemer der noen
systemer identifiserer til gruppe-/artskompleksniva og andre til artsniva. Det er et nasjonalt behov
for standardisering av taksonomi og utsvaring.

De nyere MALDI TOF MS maskinene har mulighet til 8 danne spektre i positivt ione-modus. Dette gir
mulighet til a8 analysere lipider i stgrre grad. Det er publisert artikler der man ved hjelp av lipidprofiler
har identifisert arter i M. tuberculosis komplekset.
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Sammendrag 12 Mykobakterier

Framtidig bruk av Maldi-TOF

Mulig utvikling for identifiksjon ved bruk av Maldi-TOF MS i laboratoriet

Forfatter: André Ingebretsen, Oslo universitetssykehus
FORSLAG TIL ANBEFALINGER (R@D SKRIFT = TIL DISKUSJON KONTROVERSIELLE)

ANBEFALING 1 - IVDR VIL PAVIRKE MALDI TOF MS TIL KLINISK BRUK

IVDR vil pavirke alle deler av diagnostisk virksomhet, ogsa bruk av MALDI TOF MS. Det er
derfor viktig a sette seg inn i hvordan IVDR vil pavirke bruken av MALDI TOF MS til
diagnostikk.

ANBEFALING 2 — BRUK AV MASKINLZRING/KUNSTIG INTELLIGENS

Laboratoriene bgr heve sin kompetanse pa metoder og algoritmer for maskinlaering/kunstig
intelligens som kan brukes i diagnostikk.

ANBEFALING 3 — NYERE MALDI TOF MS TEKNOLOGI

Laboratoriene bgr fglge utviklingen av MALDI TOF MS baserte metoder som f.eks. nukleotid
MALDI TOF MS, MALDI Imaging og Lipidprofilering.

AVGRENSNINGER RELEVANTE PROBLEMSTILLINGER
Navaerende trendsettende metoder, men som er usikkert anvendt i fremtiden.
PROBLEMOMRADE 1

Bruk av MALDI TOF MS til identifikasjon av mikroorganismer har vaert en revolusjon i
medisinsk mikrobiologi. Videreutvikling av teknologien vil avhenge av hvilke data vi har
behov for ved de mikrobiologiske laboratoriene og kostnadene knyttet til fremskaffelsen av
disse data.
Det vil veere behov for a raskt gjenkjenne sykdomsfremkallende mikroorganismer, gjerne
med spesifikke resistens- og virulensmarkgrer. Det vil ogsa vaere behov for artsidentifikasjon
pa stammeniva. Dette er data vi har behov for na for a kunne tilfredsstille laboratorienes
kjerneoppgaver; diagnostikk, smittevern og overvakning. Videre kan det veere at det i naer
fremtid kan vaere behov for a karakterisere mikrobenes egenskaper neermere og deres
interaksjon med humane celler eller eksternt miljg. Her kan metabolemikk basert pa MALDI
TOF MS spille en sentral rolle.
MALDI TOF MS har et stort ubenyttet potensiale. Spektrene som produseres inneholder mer
data enn det vi benytter i dag. Maskinlaering og kunstig intelligens kan tilgjengeliggjgre disse
data. Likeledes kan utvidelse og konstruksjon av st@rre MS databaser gi oss mer data.
Sentrale punkter i den videre utviklingen av MALDI TOF MS teknologien:
o Flere leverandgrer av MALDI TOF MS systemer med ulike egenskaper
e De stgrre selskapene vil IVD godkjenne alle prosesser rundt deres produkt slik
at brukere blir mer bundet til en leverandgr og laste systemer.
e Utvikling av nettbaserte databaser som ligner NCBI sine genomdatabaser
basert pa bade proteiner og lipider. Muligens ogsa andre biomolekyler.
e Bruk av maskinlaering og kunstig intelligens for a tilgjengeliggjgre data som
ligger i spektrene, men som vi ikke benytter na.
e MALDITOF MS rolle i persontilpasset medisin dvs. i grensesnittet mellom
mikrobiologi og patologi. Her kan MALDI Imaging spille en sentral rolle ved a
visualisere samspill mellom mikroorganismer og humane celler.
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VEDLEGG: Pameldte deltakere
Pameldt til fysisk deltakelse

Representanter
Lab Navn Andre roller Oppmgte
1 Forde Elisabeth Sirnes X
2 Unilabs Kristina Papp Ikke mgtt
3 Drammen Maria Mathisen Ikke mgtt
4 Bodg Sandra Asheim X
5 @stfold Anja D. Guleng X
6 Tromsg Karina Olsen X
7 First Trond E. Ranheim X
8 Ulleval Nils O. Hermansen Erstattet av Ikke mgtt
Hanne Brekke (observat¢r) X
9 St. Olav Maria S. Haugan X
10 | Vestfold Heidi C. Villmones X
11 | Haukeland Dag H. Skutlaberg X
12 | Baerum Annette Onken X
13 | Ahus Kirsten B. Strand X
14 | Haugesund Liv J. Hafne X
15 | Innlandet Hanne T. Vestergaard Ikke mgtt
16 | Rikshospitalet | Jgrgen V. Bjgrnholdt Innleder X
17 | Serlandet Stale Tofteland Programkomiteleder | X
18 | Stavanger Aasmund Fostervold Innleder X
19 | Molde Ida Sletteberg Innleder X
Observatgrer
Lab Navn Oppmgte
20 [ FML Einar Tollaksen Weme X
21 | FHI Jan Himmels X
22 | First Lena I. Kristensen X
23 | Tromsg Lisbeth E. Mortensen X
24 | St. Olav Sveinung Javnes X
25 | Ulleval Hanne Brekke Ef;::;itse'\‘r:'zfm
representant
26 | Beerum Nadine D. Pullar Ikke mptt
27 | Kvalitetsutvalg | Mina @. Hgie X
et, NFMM
28 | Drammen Ane Aasmo Finne X
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Andre
Lab Navn Rolle Oppmgte

29 | St.Olav Aleksandra Jakovljev Innleder X

30 | St.Olav Kjersti Wiik Larsen Innleder, X
programkomite, ref.gr.

31 | Ahus Truls Leegaard Innleder X

32 | FHI Anne T. Mengshoel Innleder, ref.gr X

33 | Vestfold Tore T. Stubhaug Innleder X

34 | Haukeland Torbjgrn S. Bruvold Innleder X

35 | Haukeland @yvind Kommedal Innleder, X
programkomite

36 | OUS Cecilie T. Andersen Innleder X

37 | @stfold Anita Kanestrgm Innleder X

38 | OUS Andre Ingebretsen Innleder, X
programkomite

39 | Bodg Therese Johansen Programkomite X

40 | Stavanger Heidi Syre Ref.gr. X

41 | FHI Caroline V. Knudsen Programkomite, ref.gr. X

42 | FHI Polina Katsiouleri Ref.gr. X

43 | FHI Kjersti Hage Medhjelper X

44 | FHI Zoey Drageset Medhjelper X

Pameldt til digital representasjon

Ingen

Pameldt til digital observasjon*

Anne-Marthe Urdal Sand

OUS, Rikshospitalet

Sissel Grgnvold

Furst Medisinsk Laboratorium

Erik Hansen Aslaksen

Sykehuset i Vestfold

Thea Anette Andersen

Furst medisinsk laboratorium

Livelin Melvik-Styles

Sgrlandet sykehus Kristiansand

Cathrine Mgrch

Unilabs laboratoriemedisin

Eldbjgrg Storhov Elisenberg

Mikrobiologi, Sykehuset Innlandet

Kjerstin Pedersen Manvik

Unilabs laboratoriemedisin

Ida Engstrgm Odlo

Avd. for medisinsk mikrobiologi, Sykehuset Innlandet HF

Ghantous Milad Chedid

Medisinsk Mikrobiologi, Haugesund sykehus

Kristine Karlsrud Berg

Serlandet sykehus Kristiansand

Ruben Dyrhovden

Haukeland Universitetssjukehus

Arne Martin Slatsve

Nordlandssykehuset

* reelt antall var hgyere, siden lenke til mgtet kunne deles til andre ved samme laboratorium
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VEDLEGG: Spgrreundersgkelse sendt ut i forkant av mgtet

SPORREUNDERSQOKELSE FORUT FOR
STRATEGIM@TET | BAKTERIOLOGI 2024
IDENTIFIKASJON AV BAKTERIER OG SOPP MED
HOVEDFOKUS PA IDENTIFIKASJON VHA. MALDI-TOF
MsS.

For Programkomiteen
Stale Tofteland

Kristiansand , okt 2024

Samlet status for svarrapportering pa spgrreskjemaet
Sé naer 100% deltakelse som man kan komme.

20/21 har komplette svar

1/21 labber har kun unnlatt & vare pa et delsparsma.

Alle svar, inkl de som er gitt av den ene labben som ikke helt har fullfert, teller med.

Maldi-Tof MS instrumentering:
Hvilket ar startet dere opp med Maldi-TOF MS identifikasjon som en rutinediagnostikk i din lab?

antall

6
4
3 3
3
2
2
1 1 1

1

0 I 0 0 I 0o 0 o0 I 0 0 0
0
2008 20092010 201120122013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024

Alle har Maldi-Tof instrument, 20/21 har Bruker instrument.
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Medicinek bioloaick deli

mikr g |-

Type lab

Stawanger Universitetssjukehus

Universitetssykehus status nyere

Ahus, Lerenskog

Universitetssykehus status nyere

Oszlo Universitetesykehus, Rikshospitalet

Universitetesylkehus status gammel

Oslo Universitetssykehus, Ulleval

Universitetssylkeehus statuz gammel

Haukeland Universitetssykehus, Bergen

Universitetssykehus status gammel

5t.0Olavs Hospital, Trondheim

Universitetssykehus status gammel

Universitetssykehuset Nord-Norge, Tromse

Universitetssykehus status gammel

Serlandet Sykehus, Kristiansand

Sentrallab middels

Sykehuset Innlandet, Lillehammer

Sentrallab middels

estre Viken, Drammen

Sentrallab middels

Sykehuset @stfold, Kalnes

Sentrallab middels

Sykehuset Vestfold, Tensberg

Sentrallab middels

Nordlandssykehuset, Bode

Sentrallab middels

Vestre Viken, Beerum

Sentrallab middels

Helse Farde, Farde

Sentrallab liten

Sykehuset Levanger

Sentrallab liten

Helse Fonna, Haugesund

Sentrallab liten

FHI-ref.lab, Oslo

Ikke blodkultur ref

Furst, Oslo

Ikke blodkultur

Unilabs, Skien

Ikke blodkultur

Maldi-Tof MS instrumentering

AntallavTypelsb

5

201

2012

2013

ke blodkulturref

ke boduttur

2016 2020

2014 2015

b7+

[ T ————

6

| l
008

o 202 203 p

20

144



Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Antall instrumenter per sykehus (n=21)

Antall av Type lab
Radetiketter

Ikke blodkultur
Ikke blodkultur ref
Sentrallab liten
Sentrallab middels

Universitetssykehus status gammel
Universitetssykehus status nyere

(tom)
Totalsum

Kolonneetiketter ~

= 1 2 (tom) Totalsum
2 2

1 1

12 3

335 8

14 5

2 2

21

Oppstart (Maskiner

Antall av Typelab

Typelzb ~

Type lab rutine t |Antall bruk kassering
Universitetssykehus status nyere 2012 BM Bsi BM 2012 Bsi 2022
Universitetssykehus status nyere 2012 Bsi BSm BM 2012-23, BSm 2020, Bsi 2022
Universitetssykehus status gammel 2008 BSm BM 2008
Universitetssykehus status gammel 2011 2 BM BM 2011 BSm 2019
Universitetssykehus status gammel 2012 Bm Bsi BM 2012-24 BM 2014 Bsi 2023
Universitetssykehus status gammel 2011 Bm Bsi BM 2011-21 BM 2013 BSi 2021
Universitetssykehus status gammel 2013 BSi BM BSm 2013 BM 2018
Sentrallab middels 2014 [Vitek M3 (1+1) 2V 2014

Sentrallab middels 2016 BM 1 BM

Sentrallab middels 2014  |BM Bsi BM 2014 Bsi 2023

Sentrallab middels 2015 BM BSm BM 2015 BSm 2021
Sentrallab middels 2014 BM Bsi BM 2014 BSi 2020

Sentrallab middels 2012 2 BM EM 2012 BM 2019

Sentrallab middels 2014 |BM BM 2014

Sentrallab middels 2014 |BM BM 2014

Sentrallab liten 2016 Bm BSi BM 2016 BSi 2022
Sentrallab liten 2015 BM BM 2015 BSm 2021
Sentrallab liten 2020 2 BSi BSi 2020 BSi 2021

Ikke blodkultur ref 2014 |BM BM 2014

Ikke blodkultur 2015 BM BSi BM 2015 BSi 2022

Ikke blodkultur 2016 BM BM 2016 BSi 2024

BM = Microflex-modell, BSi = Sirius, BSm = Smart

Antall =

= (tom
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Siste databaseoppdatering - ar

Antall av Databaser oppdatert
10

9
8
g
6
5
4
3
2
1
0
2021 2022 2023

 Universitetssykehus status gan

Bruk av andre databaser

Sentialiah midd:

Lser Migreiog Rorsadsl Malds:

= Sentrallabmiddels Msid b CDC mi b
RH, Riks 1 1
B Sentrallabliten
Iike blodku f s 2 0
L] & blodku ttur re
5t.0lavs 1 0
u like blodkutur
7 {tom)
Databaser oppdatert
Type SH/Ar 2021 | 2022 [2023 ] 2
Ikke blodkultur 1 1
Ikke blodkultur ref 1
b liten 1 2
b middels 1 3 2 2
Universi ykehus status gammel 5
Uni if ykehus status nyere 2
3 7 9 2
Pa rapporteringstidpunktet brukte ca. %2 parten av laboratoriene siste ar
databaseoppdatering, mens resten brukte eldre versjoner
Hvilket ar
startet dere
identifikasjon
som en
rutinediagnos
Type lab Ll i mikrobiologisk ing - [tikk i din lal ~ |Maskiner oppsummert - Antall + |Anskaffeler bruk kassering -
Universitetssykehus status nyere  |Stavanger Universitetssjukehus 2012 BM Bsi 2(BM 2012 Bsi 2022
Universitetssykehus status nyere  |Ahus, Larenskog 2012 Bsi BSm 2(BM 2012-23, BSm 2020, Bsi 2022
Universitetssykehus status gammel |Universitetssykehuset Nord-Norge, Tromse |2013 BSi BM 2|BSm 2013 BM 2018
Universitetssykehus status gammel |St.Olavs Hospital, Trondheim 2011 Bm Bsi 2(BM 2011-21 BM 2013 BSi 2021
Universitetssykehus status gammel |Haukeland Universitetssykehus, Bergen 2012 Bm Bsi 2|BM 2012-24 BM 2014 Bsi 2023
Universitetssykehus status gammel |Oslo Universitetssykehus, Rikshospitalet 2008 BSm 1|BM 2008
Universitetssykehus status gammel |Oslo Universitetssykehus, Ulleval 2011 2BM 2|BM 2011 BSm 2019
sentrallab middels Nordlandssykehuset, Bodo 2014 BM 1|BM 2014

Sentrallab middels Sarlandet Sykehus, Kristiansand 2016 BM 1|1 BM

Sentrallab middels Sykehuset Vestfold, Tansberg 2012 2 BM 2|BM 2012 BM 2018
Sentrallab middels Vestre Viken, Drammen 2015 BM BSm 2|BM 2015 BSm 2021
Sentrallab middels Vestre Viken, Beerum 2014 BM 1/BM 2014
Sentrallab middels Sykehuset Innlandet, Lillehammer 2014 BM Bsi 2|BM 2014 Bsi 2023
Sentrallab middels Sykehuset Pstfold, Kalnes 2014 BM Bsi 2|BM 2014 BSi 2020
Sentrallab liten Sykehuset Levanger 2015 BM 1|BM 2015 BSm 2021
Sentrallab liten Helse Forde, Forde 2016 Bm BSi 2|BM 2016 BSi 2022
Sentrallab liten Helse Fonna, Haugesund 2020 2 BSi 2|BSi 2020 BSi 2021
Tkke blodkultur ref FHI-ref.lab, Oslo 2014 BM 1|BM 2014

Tkke blodkultur Unilabs, Skien 2016 BM 1|BM 2016 BSi 2024
Ikke blodkultur Furet, Oslo 2015 BM BSi it
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Maskiner
Type lab Oppstart rutine (oppsummert |Antall [Anskaffeler bruk kassering
Universitetssykehus status nyere 2012 BM Bsi 2[BM 2012 Bsi 2022
Universitetssykehus status nyere 2012 Bsi BSm 2|BM 2012-23, BSm 2020, Bsi 2022
Universitetssykehus status gammel 2008 BSm 1(BM 2008
Universitetssykehus status gammel 2011 2 BM 2|BM 2011 BSm 2019
Universitetssykehus status gammel 2012 Bm Bsi 2(BM 2012-24 BM 2014 Bsi 2023
Universitetssykehus status gammel 2011 Bm Bsi 2(BM 2011-21 BM 2013 BSi 2021
Universitetssykehus status gammel 2013 BSi BM 2(BSm 2013 BM 2018

Sentrallab middels 2016 EM 1{1BM
Sentrallab middels 2014 BM Bsi 2|BM 2014 Bsi 2023
Sentrallab middels 2015 BM BSm 2|BM 2015 BSm 2021
Sentrallab middels 2014 BM Bsi 2|BM 2014 BSi 2020
Sentrallab middels 2012 2 BM 2(BM 2012 BM 2019
Sentrallab middels 2014 EM 1|BM 2014
Sentrallab middels 2014 BM 1|BM 2014
Sentrallab liten 2016 Bm BSi 2|BM 2016 BSi 2022
Sentrallab liten 2015 EM 1(BM 2015 BSm 2021
Sentrallab liten 2020 2 BSi 2|BSi 2020 BSi 2021
Ikke blodkultur ref 2014 BM 1(BM 2014
Ikke blodkultur 2015 BM BSi 2(BM 2015 BSi 2022
Ikke blodkultur 2016 EM 2|BM 2016 BSi 2024
- - " - - .
Hvilket dr :
startet dere N i
i P = =
Maldi-TOF MS o - =
S % —
|
Databaser ||
Type lab . [tikc i din lal -+ - |Antall ~ bruk ing oppdatert ||
ST COMPASS UDTary REVISTON & (20271
Universitetssykehus status nyere (2012 BM Bsi 2|BM 2012 Bsi 2022 MET Filamentous Fungi Library Version 2022 2022
Universitetssykehus status nyere (2012 Bsi BSm 2|BM 2012-23, BSM 2020, Bsi 2022 MaldiBiotyperDBUpdate_V12.0.0.0_10833-11897(RUO). Ar 2022 2022);
Universitetssykehus status gammel (2013 BSi BM 2|BSm 2013 BM 2018 MaldiBiotyperDB-V13.0.0.2,12438 MSP (ROU). Ar 2023 2023
Universitetssykehus status gammel (3011 Bm Bsi 2|BM 2011-21 BM 2013 BSi 2021 MaldiBiotyperDB-V13.0.0.2,12438 MSP (ROU). Ar 2023 2023;
Universitetssykehus status gammel [2012 Bm Bsi 2|EM 2012-24 EM 2014 EBsi 2023 MaldiBiotyperDB-V13.0.0.2,12438 MSP (ROU). Ar 2023 2023
Universitetssykehus status gammel (2008 B5m 1|BM 2008 MaldiBiotyperDB-V12.0.0.0_10833-11897(RUO). Ar 2023 2023
Universitetssykehus status gammel [2011 2BM 2|BM 2011 BSm 2019 DB-V12.0.0.0_10833-11897(RUO). Ar 2023 2023

Sentrallab middels

2014

BM 2014

MaldiBiotyperDB-V13.0.0.2,12438 MSP (ROU). Ar 2023

Sentrallab middels 2016 BM 1|1 BM MaldiBiotyperDB-13.0.0.2, 12438 MSP (ROU). Ar 2023. 2023(;
Sentrallab middels 2012 2BM 2|BM 2012 BM 2019 MaldiBiotyperDB-V/12.0.0.0_10694-11758.7 » ]
Sentrallab middels 2015 BM BSm 2|BM 2015 BSm 2021 MaldiBiotyperDBUpdate_V12.0.0.0_10833-11897(RUC). Ar 2022 202z
Sentrallab middels 2014 BM 1|BM 2014 MaldiBiotyperDBUpdate_v12.0.0.0_10833-11867(RUC). Ar 2022 2022
Sentrallab middels 2014 BM Bsi 2|BM 2014 Bsi 2023 MaldiBiotyperDBUpdate_v12.0.0.0_10833-11897(RUO). Ar 2022 2022
Sentrallab middels 2014 BM Bsi 2(BM 2014 BSi 2020 MaldiBiotyper DB V.11., MSP 10833. Ar 2021 2021
Sentrallab liten 2015 BM 1|BM 2015 BSm 2021 MaldiBiotyperDBUpdate_V/12.0.0.0_10833-11897(RUO). Ar 2022 2022|;
Sentrallab liten 2016 Bm BSi 2|BM 2016 BSi 2022 MaldiBiotyperDBUpdate_V12.0.0.0_10833-11867(RUC). Ar 2022 2022;
Sentrallab liten 2020 2BSi 2|BSi 2020 BSi 2021 MaldiBiotyper DB V.11., MSP 10833. Ar 2021 2021
Ikke blodkultur ref 2014 BM 1|BM 2014 MaldiBiotyperDB-V13.0.0.2,12438 MSP (ROU). Ar 2023 2023;
DEVI3- 12299 MSP (VD] 20
Ikke blodkultur 2016 BM 1|BM 2016 BSi 2024 MBT IVD Library Extension_en_RevB 2019 2023
Ikke blodkultur 2015 BM BSi 1 MaldiBiotyper DB V.11., MSP 10833. Ar 2021 2021
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Tilvalgsmoduler

Hvilke tilvalgsmoduler bruker dere i deres avdeling?

ALLE

Antall
Svar  GiEnnomsnitt

sopprmodul [N s . o 15

mykebaktete-modul |[IIIECENE 57 21 2.0
it bl oocier T s s
bioterrormodul I o ST %

subtyping-modul |[EEIEN 43 F 2 5

% 25% E0% 75% 100%
s Mel - kke aktuel

B Nai - men har planer om oppstartila. < 2 ar

I Nei - men det kan vaere aktuelt & ha i var lab.

Tilvalgsmoduler

Huvilke tilvalgsmoduler bruker dere i deres avdeling?
SOPP Antall av Type lab
-}
8

r

Huvilke tilvalgsmoduler bruker dere...
Nei- men har planer om oppstart i La. &lt; 2 r
M Nei- ikke aktuell

mla

Typelab +¥
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Tilvalgsmoduler

Hvilke tilvalgsmoduler bruker dere i deres avdeling?

MODUL FOR BLODKULTUR DIREKTE

antall av Typelab
9

Nei-men det kan vaere aktuelt 3 hai vr lab.

5 Huike i ller bruker dere deing?-.. ¥
. Nei- men har planer om oppstarti.La. &1t; 24r
a
m Nei- ikke aktuell
3 mia
1
2
0

Iidee blodkuttur Ikke blodkulturref  Sentrallab liten Iniver

status gammel status nyere
Typelab +T
Tilvalgsmoduler
Huvilke tilvalgsmoduler bruker dere i deres avdeling?
SUBTYPINGS-MODUL
v
Antall av Type lab
]
8
1
7
-3
3
4 Hvilke tilvalgsmoduler bruker dere egen8nbsp; avdeling?-..  *
i Nei-men har planer om oppstarti.La. &t; 2 &r
)4 Nei-men det kan veere aktuelt 4 ha i var lab. [4
1 m Nei- ikke aktuell
3 mla
2
1 1
1
.0 N =]
Ikke blodkutur Ikke blodku tur ref Sentrallabliten  Sentrallabmiddels Universitetssykehus Universitetssykehus
status gammel status nyere
Typelab +¥
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Bruk av egne spektre

Antall av Type lab
-

8

Typelab +T

ROU vs IVDR

i. ROU modus

ii. VDR modus

iii. Begge deler

Ikke blodkultur

2

Ikke blodkultur ref

Sentrallab liten

Sentrallab middels

Universitetssykehus status gammel

Universitetssykehus status nyere

B[ e [en[eo |

m Nei- Nei

mNei-la

la- Nei

Antall av Type lab
16

14

12

10

0

i.ROUmOdus il I'DRmodus

ROU og IVDR modus:8nbsp;Bruker dere vanligvis v

Grgnn: Bruker egne
spektre i rutinen

Gul: har kunnskapen til
genere, men bruker ikke i
rutine

Red: Har verken kunnskap
om eller bruker i rutinen

Behov néar databasene blir
bedre ogbedre?
Behov nar IVDR benyttes?

Typelab

m Sentrallab middels
mSentrallah liten
m Ikke blodku tur ref
W Ikke blodku tur

5. Begge deler

-T

ykehus status nyere

ykehus status gammel
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Kvalitetskontroll

Engangs- vs. flergangsplater

Antall av Typelab
10
9
8 2 i. Engangsplater |ii. Flergangsplater [iii. Begge deler
3
7 i. ROU modus 6 7 2
ROUog IVDR... T
8 — ii. VDR modus 3 0 1
5 iii. Begge deler
- iil. Begge deler 0 2 0
4 ii. VDR modus
9 9 3
3 N B i. ROUmodus
2
: H
0
i. Engangsplater il Flergangsplater iii. Begge deler
Flatetype:&nbsp;Bruker dere vanligve *
Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal fa informasjon om nye tilgjengelige
databaseoppdateringer fra instrument-leverandgren?
Antall av Type lab
14
12
Typelab -
10 m Universitetssykehus status nyere
-] m Universitetssykehus status gammel
& m Sentrallab mid dels
m Sentrallab liten
4
m lkkce blodkultur ref
2 m Ikke blodkultur
0
la Nei
Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal f& informasjon om nye tigjengelige databaseoppdateringer fra.. +
Ja Nei |Vetikke
Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal fa informasjon om nye tilgj lige datab PP inger fra instrt it-leveranderen? 13 8 0
Har dere fastlagte rutiner for implementering av L ens databaseoppdateringer internti din avdeling? (Inklusiv informasjon til de som benytter i 16 3 2
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Har dere I‘asllag‘l rutiner
informasjon om nye tilgj
instrument-leveranderen?&nbsp; - | Ev K

Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal f& informasjon om nye tilgjengelige
databaseoppdateringer fra instrument-leverandgren?

Antall av Typelab Antall av Typelab
14
Totalt
12
14 Typelab -
19 10 m Universitetssykehus statu s nyere
10 3] mUniversitetssykehus status gammel
8 & m Sentrallab middels
& et Totalt W Sentrallab liten
4
4 8 m lidee blodkultur ref
5 < m lkke blodiuttur
‘ ’ la N
la Nei = £l

e e e e . Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal f&informasjon om nye tilgjengelige databasecppdateringer fra... +

n avﬂéiing for hvordan dere skal f4
li d b inger fra

Kommer via de regelmessige servicebesekene

Vi oppdaterer ved behov nar vi far informasjon om at ny database er tilgjengelig.

Oppdateres 1 gang pr. ar ved arlig PM.

14

{oerd

Leverander oppdaterer i fm sitt arlige vedlikeheld. Ingen informasjon fra dem om oppdateringer utover dette.

Nei

Ja i far varsel pa e-post fra Bruker ved databaseoppdatering.
Nei

Ja

Ja Far informasjen fra leverander.

Nei Oppdateringer gjeres i forbindelse med service 1 gang/8r dersom det finnes nye databaseoppdateringer
Nei

Ja

Nei

Ja My versjon av bibliotek |astes ned av leverandor ved PM.

Ja Utferes pa arlig service

Ja

Ja
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Har dere fastlagte rutiner forimplementering av leverandgrens databaseoppdateringer internt i din
avdeling? (Inklusiv informasjon til de som benytter instrumentet).

Antall av Type lab

Antall av Type lab
18
Totalt 16 Typelzb -
18 14 m Universitetssykehus status
5 nyere
16 12
14 - m Universitetssykehus status
12 gammel
L f m Sentrallab middels
8 16 Totalt 6
6 .
u 4 m Sentrallab liten
i : . H =
2
0 0 m Ikke blodkultur ref
Ja Mei Vetikke la Mei Vet ikke
Har dere fastlagte rutiner for implementering av leverandprens datsbaseoppdateringer interntidin.... - Har dere fastiagte rutiner for implementering av leverandgrens databaseoppdateringer..  + ¥
Ja Nei |Vet ikke
Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal 14 informasjon om nye tilgjengelige databaseoppdateringer fra instrument-leverandsren? 13 8 [
Har dere fastlagte rutiner for implementering av leverandgrens databaseoppdateringer internt i din avdeling? (Inklusiv informasjon til de som benytter instrumentet). 16 3 2

Har dere fastlagt:
databaseoppdati
i til de som benytter i

ementering av leverandsrens

Ev

12

Vet ikke.

|Via informasjonsmeter og distribuering av Release notes. Release notes leages ut i kvalitetssystemet

3, spesielt oppdaterer vi "Matching hints” som alle bruker. Vi informerer ogsa alle som benytter Maldi-ToF om evt nye funksjoner osv.

Har egen prosedyre for fra Maldi-ToF. redigeres etter g. Release notes sendes ut til alle p8 laboratoriet etter databaseoppdatering.

Fagansvarlig giennomgér endringene.

Servicetekniker sper om vi vil oppdatere.

Ny version av bibliotek lastes ned av leverandor ved PM. Denne installeres av lab etter gjennomgang av ny versjon og oppdatering av laboratoriesystem.

Utfares pa arlig service.
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Ja Nei |Vetikke
Har dere fastlagt rutiner i din avdeling for hvordan dere skal fa informasjon om nye tilgjengelige databaseoppdateringer fra instrument-leverandpren? 13 8 0
Har dere fastlagte rutiner for implementering av leveranderens databaseoppdateringer internt i din avdeling? {Inklusiv informasjon til de som benytter instrumentet). 16 3 2
Inokulering
| | | Ja_ | Nei [Vetikke )
Utfgrer dere automatisk spot-inokulering av plater? 1 20 0 Har dereinternt neqSkre.vne
Planlegger dere en slik automatisering? 6 10 4 prosedyrer for godkjenning av en
identifikasjon utfart med Maldi-TOF
MS metoden (med bruk av score,
- - ranking, konsistens/consistency)?
Krav til kvalitetskontroll
Ja Nei
Har dere internt nedskrevne prosedyrer for
Bruker dere QC ved Bruker dere internkontroller ved godkjenning av en identifikasjon utfert med Maldi- 19 2
Oppdatering av databaser 14 15 TOF MS metoden (med bruk av score, ranking,
Bytte av reagenser i1 8 konsistens/consistency)?
Bytte av plater 5 6
|Hvert oppsett i 9
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er_ e kl_“i"Ske_ mikrobiologiske svdel.lngene sammen etal?lere en nasjonal arbeidsgruppe Kan din avdeling avdeling vaere interesserti & delta i en slik gruppe med (ressurs)personer dersom dette
for identifikasjon/massespektrometri som arbeider med &: o
. prpos , o ettersparres?
- formidle og
- giennom undervisning/kurs og
- publisering av anbefalinger (kontinuerlig/ved behov/arlig/regelmessig,..)
) Antall
Hvilket utsagn passer best?
Ja 5
Hvilket utsagn passer best? Antall Nei 4
i. Ja, det il bidra til enklere implementering og forbedrat diagnostikk i flere labber 15 el
Nei, behovene er ulike og dette ber labbene klare pa egne hand 2 Vet ikke [
iii. Vet ikke/usikker 4
Tomme/ikke svart 6
AntalavTypelab
1
1
Antall av Typelab
2 7
5 Typelsb
Uniersietssykehus .
s mUniersietssyk
Sentraliab middels
& msentalab Uien 5
mikke blodkutur ref Typelab -7
4
ke blodhatur WUniversitetssykehus status nyere
2 6 mUniversitetssykehus status gammel
. - B Sentrallabmiddels
i.1a,detvi bidratilenilere i Nei,behovenc erulike of dette i Vetikkeiusikter 3 mSentraliab iten
diagrostikki fere abber mIkke blodkukur ref
Bpr de kiniske migobiologske - 2 & i Bk
Har dere noen kommentarer? 1
Nytten ma veies opp mot tidsbruk.
Er mere opptatt av harmonisering anvendt nomenklatur/klassifikasjon
Tiele sparreundersokelsen beerer preg av at alle bruker Biotyper-system. For 0ss sorm 0 i e —
bruker Vitek MS er dette ofte lite relevante problemstillinger. g el SLIE.
Kurs i hvordan implementere egne spektre ville vasrt nyttig. Kan din avdeling avdeling vaereinteressertié deltai en sik gruppe Z
Har dere etablert rutiner i lab for klinisk vurdering og betydning (= legeinvolvering) ved mottak ogi ingav nye da ] og
Ja I beskjeden grad Nei

Har dere etablert rutiner i lab for klinisk vurdering og betydning (= legeinvolvering) ved mottak og
implementering av nye database-versjoner og databaseoppdateringer? 10 [ 3

Har dere skriftlige prosedyrer/dokumenter for klinisk svarrapportering av species og ev for gruppering av species?

Har dere faste rutiner for systematisk implementering av nye species i svarrapporteringen?

| beskjeden
Ja Nei grad Vetikke

Har dere etablert rutiner i lab for klinisk vurdering og betydning (=
legeinvolvering) ved mottak og implementering av nye database-versjoner og 10 8 3 NA
databaseoppdateringer?

Har dere skriftlige prosedyrer/dokumenter for klinisk svarrapportering av species
og ev for gruppering av species?

Har dere faste rutiner for systematisk implementering av nye species i

18 3 NA 0

11 10 MNA 0

svarrapporteringen?
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Ibeskjeden

Ja Nei grad Vetikke
Har dere etablert rutiner i lab for klinisk vurdering og betydning (=
legeinvolvering) ved mottak og implementering av nye database-versjoner og 10 8 3 NA
databaseoppdateringer?
Har dere skriftlige prosedyrer/dokumenter for klinisk svarrapportering av species 18 3 NA 9
og ev for gruppering av species?
Har dereiasle-mlmerfur systematisk implementering av nye species i 1 10 NA 0
svarrapporteringen?

Har dere ogsé en bevisst kommunikasjonsstrategi av endringene til kliniker/rekvirent?

Kommunikasjonsstrategi

i. Ja, vi angir nytt funn, men angir samtidig tidligere navn {som kan

veere bedre kgjent for kliniker) i en kortere eller lengre periode 17
v. Mei

iv. Ja, annen strategi® 1

*Ved enkelte prewver kommenterer vi nytt species navn for 2 gi bedre informasjon til rekvirenter,

Ber de kliniske mikrobiologiske avdelingene sammen etablere en nasjonal Kan din avdeling avdeling veere interessert i & delta i en slik gruppe med (ressurs)personer
arbeidsgruppe (samme som over, dvs. et slags «AFA for ID») som arbeider med & klinisk dersom dette ettersperres?
svarrapportering av mikrobefunn ved &:
- gi anbefalinger om en enhetlig og konsistent/robust méte & fase inn klinisk relevante
nye mikrobenavn (pga. database-endringer og/eller taksonomiske endringer) pa.
- gi anbefalinger om en ens strategi for informasjon til klinikere/rekvirenter om AﬂtEl “
endringene (kommentarer, klinisk betydning, evanneninfo, ...)
-publisere anbefalinger i ig, ved &rlig/regelmessig,..) la 6
Huvilket utsagn er du/din avdeling mest (trenger ikke passe 100%) enig:
Mei 3
Hvilket utsagn er du/din avdeling mest enig i? Antall Vetikke 8
a. Ja. (Det kan forbedre diagnostikken og svarrapporteringen p3 en enklere méte ved delt kunnskap, og ogsa -
harmonisere svarutvekaling mellam sykehus)™ v Tommefikke svart 4
b. Nei. (Dette bor hver lab klare selv, og dessuten vi har ulike og ) 3
C. Vet ikke 1
~Kommentar: Ettersom svanapports skal a = 4 =
e e e g g mer e
9
8 Typelab -
Antalav Typelab a {tom)
1 7 .
5
. 6 m Universitetssykehus status nyere
pes 5 X
- Typeleb o 4 m Universitetssykehus status
mUniersitetssykehus statusnyere. gammel
& versttssykehusstats gamme
R A e, 3 m Sentrallab mid dels
6 Sentrallab middels
% mSentrallabliten 3
ke blodkultur ref m Sentrallab liten
I
o
a.Ja. (Detkan forbedre b. Nei. (Dette br hver lab Kare c. Vet ikke 0 m |kke blodkultur ref
selyof dessuten vihar ke
suartapporteringen pen enklere la Nei Vet ikke (tom}
mite ved delt unskap, og ogsi
ity Kan din avdeling avdeling vasreinteresserti 3 deltai en sk gruppe med&nbsp;{ressurs)personer dersom .. =
Bor de iiske micobidogike som over, s, etslags <AFA forID2) son. =
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Har dere eller planlegger dere a etablere spesifikke ID-PCRer?

Type lab NMEN ev kapsel GC LMON FTUL BORR ANDRE?
Universitetssykehus status nyere  |Nei Nei Nei Nei Nei Nei
Universitetssykehus status nyere  |Nei Nei Nei Nei Nei Nei
Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert Ja, har etablert Nei Nei Nei 12, har etablert

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert Ja, har etablert Ja, har etablert

Planlegger & etablere i lopet av 3 8r  [Nei Ja, har etablert

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert Ja, har etablert Ja, har etablert

Ja, har etablert Ja, har etablert  |Ja, har etablert

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert Ja, har etablert Ja, har etablert

Ja, har etablert Nei Ja, har etablert

Ja, har etablert Ja, har etablert Ja, har etablert

Universitetssykehus status gammel

Nei Nei Ja, har etablert

Sentrallab middels Planlegger 3 etablere i lapet av 3 ar |1a, har etablert Nei Nei 1a, har etablert Nei
Sentrallab middels Nei Nei Nei Planlegger & etablere i lopet av 3 8r  [Nei Nei
Sentrallab middels Nei Ja, har etablert Nei Nei Nei Nei
Sentrallab middels Nei Nei Nei Mei Nei Nei
Sentrallab middels 13, har tablert 1a, har etablert Nei Nei Ja, har etablert  |Ja, har etablart
Sentrallab middels Nei 1a, har etablert Nei Nei Nei 13, har etablert
Sentrallab middels Nei 13, har etablert Nei Nei Nei Nei
Sentrallab liten Nei Nei Nei Nei Nei Nei
Sentrallab liten Nei Nei Nei Nei Nei Nei
Sentrallab liten Nei Nei Nei Nei Nei Nei
Ikke blodkultur ref Ja, har etablert Nei Nei Ja, har etablert Nei Ja, har etablert
Ikke blodkultur Nei Nei Nei Nei Nei Ja, har etablert
Ikke blodkultur Nei Ja, har etablert Nei Nei Nei Nei
Type lab ANDRE? Andre spesifikke ID-PCRer, (i) bruk og (ii) planlegges:anbsp;

Universitetssykehus status nyere  |Nei

Universitetssykehus status nyere  |Nei

it aspergillus, mucorsles, candida,

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert _|ii: 5 pyogenes, Nocardia, ++

1) 1 bruk:

ii) Planlegges:

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert |GAS, Kingella

Premokokker, H. influenzae, GBS, . aureus, B. pertussis, C. pneumoniae, MRSA, VRE, agens | Filmarray??

Flere syndrom-pakker for ID direkte fra provematerialet.

Universitetssykehus status gammel |1a, har etablert |empyem, tonsilitt, artritt (i), spondylodiskitt (ii) ++

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert |smeltepunktsanalyse), Mycabacterium abscessus, Kingella kingae

1 bruk: Legionella pneumophila /Legionella spp (med smeltepunktsanalyse), GBS, GAS, nuc/tuf for S. aureus,

gen for s. complex,

genus (med

Universitetssykehus status gammel |Ja, har etablert

Vi har etablert spesifikke ID-PCR pé: H. influenzae, Pneumokokker, S. aureus, E. coli, S. agalctiag, Listeria monocytogenes, M. genitalium m.m

Sentrallab middels Nei
Sentrallab middels nei
Sentrallab middels nei
Sentrallab middels nei

sentrallab middels 52, har etablert |innfares i august 2024: Empyem PCR med : nucleatum, Strept

ogs.

sentraliab middels 92, har etablert _|tilfredsstillende resultat (i tillegg til MaldiTof)

Vi har spesifikic ID-PCR for meningokokk (og andre agens) i syndrombasert testing p& FilmArray fra spinalveeske og blodkultur. For gonokokker setter vi opp PCR p& Cobas som konfirmering hvis Vitek ikke gir

Sentrallab middels nei
Sentrallab liten nei
Sentrallab liten nei
sentrallab liten nei

Ikke blodkultur ref |72, har etablert _|i) Ecoli , Mykobakterier, spinalvz=skePCR som inneholder 1D p3 H.influenzae og N.

diverse c

i) H. pylorii

i) T. rubrum

i) T. indotinea

i) N. gonorrhoeae
i) T. pallidum

Ikke blodkultur 32, har etablert

Ikke blodkultur nei
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Kvalitet: Bar det vaere samme&nbsp:krav til
walidering for tester vi bare har i beredskap? | Ja, begrunn gieme kort HNei, begrunn gierne kort
° q 3 5
Nar Maldi er nede: e
Ja uezre slaeditene.
Ja Metodene akkreditert fra tid.
Ja Alrernative tester har samme kiav til kuslitet
[
Antal av Kvalitet: Bor det veere sammenbspikrav bl valdering for tester vibare har i = e =
18
16
4 v
B Ja nede.
12
Diet et ekstra wiktig 2t man har kualitetskontroll pd analyssr
10 Kvalitet: Bar det veere. som utfores sizldentitl beredskap. Man har da mindre
P ligh il 3 avdekle fei “difeldig” oa ms 3
8 Ja analyseresuliatet nirtesten forst utfores.
5 W Nei
4 for v e MaldiTof, Mener at beredskapstester ber
Ja validerestuer
# 3
0 Ja
ot I Bkkreditert lab
Viktig 3 sikre riktige svartil rekuirent, ogss ndr
Ja nede. Bar
o Ll "
T la som ved fungerende MALDI-TCF.
6 Littwanskelig & tolke hua dere er ute stter her.
Wihar 2 Maldi-ToF. De er back-up for hverandre.
5 ilegatinnes noen "old-schosl"tester om
la kualitetskonualeres p3 vaniig mat.
4 s pga MOR
Wihar tamaldimof som er back-up for hverandre.
Kvalitet: Bor det vaere. Wedborttall sv begge har vi gamle metoder i reserve.
nla Erkelte av disse er fremdeles i bruk. og derfor
a e , utover
Mei arkiverte prosedyrer
u
nawaktighet og kuslter. Det er kievende & beholde
manuiellelanche testenlD-metoder nér Maldi-ToF ikke
fungerer. et er Zrsaken ulatvihar tamaskiner  bruk ha
Mei oss.
e
et sjeldent forekommende tenker vi at kravene bar kunn
e Nei isolater videresendes. -
Mei senere.
Nei For amfatiende. lkke gennomiarbart.

valitet: Bor det vare sammefinbsp:kray
validering for tester vi bare har i beredskap? | Ja, begrunn gierne kort

Nar Maldi er nede: e

Nei, begrunn gieme kort

& vaere akledicerte.
= Metodene akhredter Fatidl
Js Alternative tester har samme kraw til kualitet
&=
o1 det vaere samme&nbsp;kray tl validering for tester vibare har i — -
18
16
14 i
& nede.
12
Dlet er ekstra viktig at man har kuahtetskontroll p3 analyser
10 Kvalitet: Bor det veere. - som utferes sjeldenthilberedskap. Man har da mindre
P = mulighet tl 3 audekke feil "tifeldig” og ma kunne stole pa
8 Ja analyseresultatet nr testen farst utferes.
5 W Nei
1 forvi il MaldiT o Meer at beredskapstester ber
Ja validerestuerifiseres.
2 =
0 Js
Ja Aldrediten |ab
iktig & sikre riktige suar bl rekuirent, ogs & ndr
Js inedi i nede. Bor
o ing
Js som ved fungerende MALD-TOF.
Antal av Typelab o
B Liet vanskelig & talke bwa dere er ute etter her.
Uihiar 2 Maldi-ToF. for huerandre.
5 I1illegg finnes naen "ld-schoal” tester som
Ja leuslitetskorurolleres p3 warlig mt
4 % rga VDR
3
5 | | Vibiar to maldintof som er back-ue for hverandre.
Kvalitet: Bar det vasre. - Yedbortall aubegge har vigamle metoder iresere.
— Enkelie audisse er fremdeles  bivk, og derfor
= Nei
Mei arkivere prosedurer.
=
nayakighet og kvaliet, et er krevende 4beholde
manuellel andre tester!iD-metader n & Maldi-ToF ke
fungerer. Det er &rsaken tl at vi har to maskiner ibruk hos
i
5 T
ersjeldent forekommende tenker vi at kravene bar kunne.
o Nei isolater ideresendes.
=2
Nei senere
Mei For ombattende. ke giznnomtarbart,
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Ma det gjelde samme krav til IVDR for slike (back-up) tester?

M3 det gjelde samme krav til VDR for slike

(back-up) tester? Ja, begrunn gjerne kort Nei, begrunn gjerne kort

ntal ow Typebh Nei Se forrige svar

Totalt Nei Tkke kapasitet til testing av slike back-up tester.

* Nei Brukes lite og om kertvarig.
Ja Back-up analyser ber ha samme krav til kvalitet

N Nei

° Nei Back-up tester kan brukes som forelgpige svar.

atotat :

g Nei Samme svar som ved forrige sporsmal.

£ S5} i

2 Vi mener nei, men det er neppe lett a begrunne
Nei formelt.

;‘ e =
M det gielde samme krav tl VDR for ske (backup) tester? » Y Selv om IVDR-godkjente tester ikke er
tilgjengelia m& vi kunne opprettholde drift med
Nei tilgjengelige metoder og kunnskap
Nei For omfattende.
Ofte spesielle tester som [Rke er kommersielt |
Aatah v Typelsh Nei tilgjengelige.
7 TVDR reglene er veldig strenge. Det bar kke

veere strengere enn regler vi har i dag fra norsk
akkreditering. Skal vi falge IVDR har vi kanskje
ikike noen backup pa flere tester ettersom det blir
53 strengt og backupen kun skal brukes
midlertidig. Men Vitek er vAr hovedbackup og vil

l ———— Nei nok bli IVDR godkjent.
ane Nei
1 2
12 Alkreditert lab
Viktig & sikre rikfige svar tl rekvirent, ogea nar
& rutinediagnostikk er nede. Ber ha samme krav til
v Ja kvalitet.
Typelab +¥
Det som skal svares ut ber ha samme sikkerhet/
Ja validering som ved fungerende MALDI-TOF.
Nei
1a -

Ma det gjelde samme krav til IVDR for slike (back-up) tester?

M3 det gjelde samme krav til IVDR for slike

(back-up) tester? Ja, begrunn gjerne kort Nei, gjerne kort
Az Teld 1a Back-up analyser ber ha samme krav til kvalitet
Totalt
“
Ja
2
Ja I
1= Akkreditert lab
. Vikhg 5 sikre rikige svar Gl rekvirent, ogss nar
. et rutinediagnostikk er nede. Bor ha samme krav til
12 levalitet.
.
Det som skal svares ut bgr ha samme sikkerhet/
Ja validering som ved fungersnde MALDI-TOF.
o
N 12 E
M8 det gielde samme krav bl IVOR for slike (back1p) tester? + ¥ Nei Se forrige svar
Nei Ikke kapasitet til testing av slike back-up tester.
Nei Brukes lite og om kortvarig.
Nei
Al 2vTypeieh Nei Back-up tester kan brukes som forelopige svar.
Nei Samme svar som ved forrige spersmal.
Vi mener nel, men det er neppe 1ot & bearunne |
Nei formelt.
Selv om [VOR-godkjente tester [kKke er
— - tilgjengelig m& vi kunne opprettholde drift med
T — Nei tilgjengelige metoder og kunnskap
anei Nei For omfattende.
GOfte spesielle tester som [kke er kommersielt
nei tilgjengelige.
TVDR reglenc er veldig strenge. Det bar kke
vzere strengere enn regler vi har i dag fra norsk
akkreditering. Skal vi felge IVDR har vi kanskje
ikke noen backup pa flere tester ettersom det blir
Typelh Y <3 strengt og backupen kun skal brukes
midlertidig. Men Vitek er vAr hovedbackup og vil
Nei nok bli IVDR godkjent.
Nei
Nei
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Lagerfaring av tester brukt i "konvensjonell” (ikke MS) ID diagnostikk. Hvordan sikre andre forsiag angéende lagerfering:
tilstrekkelig rask back-up lokalt:

Vi har medicproduls)on ved van Laboratorum o har arkiverte prosedyter for tllaging ev gamle tester.

Bovaring v lokal jon gir god g bedre beredskap.
Antall
svar
i. Etablere avtaler og kjanne til
leverandarenes leveringstider for all slik 21 Vihar lager - men ma nok pa skit tenke annerledes of kommes trolig til 3 satse mere pé back-up Maldi TOF
backup diagnestikk
i. Eablere samarbeid med annen
lab/andre labber (for eksempel sende 86 11 M
ferdig inokulerte plater eller laneskio... Samict lageraniess far helsclaretak? o fof fegionar. Lite hensikismessig st alle skel sitte pa alt av backupdisgnostidc
il Andre forslsg 2
Mangze har annen id siik som Vitek til naen disgnostik (o fesistens] | bakhand. FilmAray BCIDZ (blodkulturdiagnostikk kan brukes om
o 25% 50% 75% 100% man hat hocn Kassetter liggende. | tillegs innes dot andre tester som fuks staphyl
Wz Bne inn rasky jerne ha | bakhind pé Hos ass har vi st dette tilgengslis oMarsom vi

briiker det jevnli | nutinen som tillegsstester

Maldi-Toler o &3 viktig| innenfor sk a1

Generell evne til fleksibelt & velge «god nok» ID metode.

Ihar egantlig bruk Tor en back-up maskin_

Du skal vurdere er enkel sarpreve fra allmennpraksis og finner blandet flora med tentativt

gule stafylokokker. Hva passer bestidin lab?

i.Diagnostiserer alltid vha Maldi-TOF MS

fordi it e billigt (o ot e det som st I

| prosedyren var)

it Primaert Maldi-TOF M3, men kan gjerna

benytte agglutinasjon i stedet dersom det m

gir bedre flyt | avbesningen oglell.,

% 25% a0% 5%

Antall
svar

100%
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Biosikkerhet:

Har dere P3 lab?

Har dere Maldi-TOF MS-instrument i P3 lab?

Mel

A0%
Maldi fra positive blodkulturflaske:
Ja Nei
Utfprer deres avdeling Maldi-TOF MS ID direkte fra positiv blodkulturflaske?* 17 4
Benyttes MTB sepsiotyper IVD kit? 9 NA
Benyttes annen metode ] NA

* Kunne hatt et ikke aktuelt alternativ her [Furst og FHI).

Antall
svar

1003

Type lab Hverdager |Helg
Sentrallab middels 7 7
Sentrallab middels 7 7
Sentrallab middels 7,5 7,5
Sentrallab liten 7,5 7,5
Sentrallab liten 7,5 7,5
Universitetssykehus status nyere 8 0

Sentalish middsls

Universitetssykehus status

gammel 9 7

Sentrallab middels s 7,5
Sentrallab middels 10 3

Universitetssykehus status

gammel 11 7,5
Universitetssykehus status

gammel i 8

Universitetssykehus status nyere 13 6

Sentrallab middels 13,5 7,5
Sentrallab middels 13,5 7,5
Universitetssykehus status

gammel 13,5 13,5
Universitetssykehus status

gammel 16 7
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Har dere retningslinjer/prosedyrer for hvilke funn som repeteres fra koloni?

(x av de pdstandene som dekkende eller ganske dekkende for deres praksis).

o.Nel | 0%

Annct, beskriv gleme kert
c=20 apers vi alitid
abe) direktz fr

Ved &gt~ 2,0 08 A retester Vi ikke.

3 Fetester slltid kolonier fra vekst pafalgende dag.

I praksis retestos alitid frs koloal

elsen ditekt

#ra fersk koloni,

ester regelmessig fra
loner” pé skdl sam:

duel
¢

j Anne 4
5 50 758 100
fra po Hvilken annen metode
obiclogisk. blodkulturflas bruker dere og har dere  Har dere retningslinjer/prosedyrer for huilke funn som repeteres fra koloni? (s av e Annet, beskriv gierne
Type lab ke? Hyerdager Helg Huilken metade brukes: _vali pistandene som dekkende eller ganske dekkende for deres praksis). Kort
Tivekie Frab restestes i
a % 9 0] . MTE sepsitper VO kit I Anmnet fra Fersk kolon
oD 7
ferske "smskolomer” 3 k3l samme dag | i gier il en individuel kiisk vurdering, og kan velge 3
s, Lovensh, % " 5]b. Annen metode sapanin et auszore)
o
Fikshospitaet Universitetssikehus status gammel | Ja 1 75 2. MTE sepsityper VD kit adath "smakolonier”pa sk
o U3l & % 8] MTE sepsitiper VD kit adath “smakolonier”pa sk
T
E: 1 15 7| 8. MTE sspsityper WD kit iduel Klinisk uurdring, og an uslge 5 reteste (uahengig au soore) fj Amnet | koloni
adate, ! .81, men ks
orank, {genuz),
I i 310 grelzen
Varin-house metode, vaidert | diekte her g WMaldi TOF har
1201 et Jakofew Arand | alkid, ote ller avag il 3 aw sore) i Vi gior vurdeing. og kan
510aus Hospia, Trandheim Unisersietsshehus status gammel | Ja | 135{. nnen metade Bersh 207 velge & reteste [uashzngg au soore)
adato bgra0 1d.agt1? 0
tank okiaper»viallid Fe. gt Wrank.
genus), X a4 TOF hat - kalani.
a 3lid,ofte eler 20 2g 3 au soore) h
Universitetsykehuset Nord-iorge, <makolonier” k31 armma dag A1 Vi gjar ailid on ndividusll Kirisk vurdering, oq kan uslge 3 eteste
Tiomsa Uiversitetssykehus status gammel | Ja 9 7| 5. MTE sspsitper VD ki (uashengig au score]

Sikalicat e g

adate v 1F. Siel

atter 3 #g.Funn dirckte

srmen metode: Saponin | ra bl der Halch. TOF har kjente utfordringer ved «koloni.-testing velger i il ofte eller36:0g il 5
Olav) ig au score) th "smEkolorier” pa sk3 vi
Kiistiansand & 7 7|b. &nnen metode [Valceit:a sior wurdeing, og kan welge & 2 sacre]
adate v tdag o0
tank ckjopersvi akid 1. «Sjeld i
2 to Maldi-TOF h
ekoloni»testing velger v allid, ofte eller av 0g fl & reteste (uashenia av soore) th.¥ilester regelmessia fia
Lileh & 7 7|b. Annen metode Jeg forstirikks spm. fetska "smakolonier” pi 2kil samme dag
Gen house-melode

Vestre Viken, O entrallab middels J s 75| b.Annen metode. et a.da i Vigiar alld enindividve Kinisk vurdering, ogkan velge & reteste (uashengig av score)

EraD Wk T Tenslog

igier wurdering, og kanwelge v
Kah & s 78a epsiyper V0 ki score)

Sakchuset Vestfold, Tansberg Sentrallab middels d 0} 6]b. Annen metode aponin. ala

sty MaldTOF har i

ellerai g 3 au soorelth “smakolonier” pa skl

o v 75} 75| 3. MTE sepstgper VD kit Vigir wurdering, og kan veige 4 reteste [ a5
lusisbufer Ved>= 2009 A retester vi
et Yiken, Brum Senirallab middels v 9 78| b.Annen metode. Metaden o vaiider, 393 i Annet ikke.
Helse Ferde, Farde Sentrallah iten & 75| 75| a. MTE sepsiyper WO it ala
Sakehusel Levanger Sentrallah iten Hei Usktuell | Ucktuel
Fietester

Helse Fonna, Haugesund Sentrallshten Ja 25} 75| . MTE sepsiyper VD kit a.da 1 Annet vekst pielgende dag
Fhirel l2b. sl e Blodkulun ref et Taktuelt.
Fursr, Oslo ke blodkulur et Usktuelt___[Uaktuelt
Unisbs, Shien ke biodkulur Hel Usktuelt__|Uakiuelt
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Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Hvordan kommuniseres nytt antatt ki
relevant ID funn direkte fra flasken
rekvirent?

=z Feili sparreskjemaet.

b. Ringes som hovedregel ut av bioingenior

4. Kun skriftlig formidiing

c. Ringes av bicingenier cller lege

d. Kun skriftlig fermidling

Hvordan kommuniseres nytt antatt klinisk relevant 1D funn direkte fra flasken til rekvirent?
Amall
var
a.Ringes som hovedregel ut av lege | 0% 1]
b.finges som hovedregel i av Py 5
bicingeniar
c.Ringe genior eller lege [ D 1
Ko ket farmiding. T 2
% 25% 50% 75% 100%
Muggsopp:
Utfarer i ig dyrkning av
Antall
] ”
o% 50 75% 100
Utferer i ig direkte mil pa praver som skal til muggsoppdyrkning?
Antall
- TS 7
net | T "
% 255 s0% 75% 100%

Hvordan gjeres identifikasjon i deres lab ved funn av muggsopp (enten som tilfeldig pa vanlige
medier eller ved spesiell muggsoppdyrkning)?

Antall
ekdicasion mfoogis og
] w
il
der man ikke kommer til ed "

morfologisk identifikasjon og/el

] 1

Vil Amnen siategisom icke ke |y

omfatter massespektrometri

163



Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Dermatofytter
Bruker din lab Maldi-TOF til identifikasjon av dermatofytter?

Antall
SVaF

) 3
e T 2

) 25% 0% 75% 100%

Bruker i audelingdermataftt PCR il entiikasion? Bruker 0 svdeling desmatofytt POR W identiikasion Bruke din avdeling dermatofytt PCR UL idsntifiasjon?
1 1 1
 Ane el everandor nder: 1 ng el toverandor under:

1 Angl | Ufelle Leverander under:

S L 2ng i ifele kot artergonors som kan et eres/siiles:

Y Bor agike Germatonyt O
-nouse P,
Ticheptyton montasophyes complect (M)
Hictosporumspp.2 (4s05) -
Epidermophyton loccosum £F) Pon
ichoptyton tonsurans 1) PER 1: 151 (. menta., . schosn., T.vertuc. T.tons., . squl, og T, vcls.
[ TErphtos st ol () o PGR 2: TS2(M. canis, M sudou.. M. fort, T tub. T. wols. T.sou).
PCR & Epidetmopnyton floccasum.
et -
i DermaGaniis 3.0 Cormplote Mulipex s time PCR
Nt
Bz somsver
-,
Tichophyton it men ke Tubrum et Toudanons) et T R AR
o ol tonsurens, og T bt
Msnis o M etginau. M.cons o vnlgs forekemamonde., rhouse.
Mot ot M rrgnoum. M. s er vt rekommendo. slar
Efoccosum. kuderendaT. rubrum, . olacewm o T soud
beslobtode.

. DemaGeniu Reistace MULplexPCR Kk

b Pivas Of kil . ubruTyT.soudnsne,T. tardghaleT mentagrophyes T vlacoum, HIO1pOrL 55, KU . canis.

Ihousa sl

amnouse

) focossum, Trhoptytonspcies, Mictosporum spcies.

Epidormophytonsp.

[Im—
SsiDematott ssttme

[RpRm—
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Mykobakterier:
Har din avdeling tilgans (i egen lab) til direktepavisning av M.tuberculosis complex fra Brukes MALDI-TOF MS til identifikasjon av ulike mykobakterier i din avdeling?
ekspektorater?
Artall
Amall svar
avar o TS 6
n ] s
Nel 1 o % 50% 75 100
o 25% so% 7on 100%
Har deres K?
Antall
s
] 12
o 25% S0 75m 100%
Benyttes PCRfor & utelukke M is fr
Antal
e —— 1
o 253 5% o 1o
Benytte ifikke PCR’er og/eller for NTM?
Anait
3 B
el v
o 5% sx 75 oo

Andre kommentarer til sparreskjemaet

Med bakgrunn i det 2om of Latt opp | delle spareskjemaet.
Har du/deres avdeling innspill til hva det of sasrlig viktig a fa (i) diskutert | motet og (i) avklan | denne strategirappor ten®

Alternative metodar som anbefsles brukt ndr Maldi ikke fungerer. Minimurm av 1D som mia gleres | slikntifelle,

Dizt kan gjeme anbefales | rapporten at man har 2 MaldiTol | et laboratorium mip sarbarhetsrisiko. Da kan man vise Gl detmip enskaflelse,
Ha gerne med i rapporten hvilke apgens Mald) ikke o pod nok pé der alternative metader ma brokes.

Ta getne med nar ullstendig skstraksjon bar vurderes.

Hya med sporer (biosafety) og Anthrax? Moe & bekymre seg for?

Andre bruksomrader:

Ragistensbestemmelss med Maldi? Pavisning v spasifikks blomarkerar assesiert maed antiblotika resistens? Deteksjon av betalakiamase
aklivite1?

Pévisning av parasitter med Maldi?

Ogiea andre identifikasjonsaystemer slik som Vitek bor kanskje tas med..

165



Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

VEDLEGG: Presentasjon om bakterie- og (mugg)sopp-taksonomi og -
nomenklatur pa Nettundervisningen 17.oktober 2024.

Viktige endringer
innen taksonomi og
nomenklatur hos
bakterier og sopp

André Ingebretsen

Avd. for mikrobiologi og Avd. for
smittevern

Oslo universitetssykehus

Kilde: micronaut.ch

\

® OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS \
[}

«The time will come I believe, though I shall not
live to see it, when we shall have very fairly true

genealogical trees of each great kingdom of
nature»

Brev fra Charles Darwin til Thomas Huxley,
26. september 1857
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PNAS  concima | mcosowsr w ornaccess | B Chem ocorress [l

Global diversity of enterococci and description of 18 previously

Discovery of the Pendulisporaceae: An
extremotolerant myxobacterial family with
distinct sporulation behavior and prolific
specialized metabolism

M%‘H&%‘R""‘-"G" T ———————— AP

INTERNATIONAL JOURNAL OF 2 y
\TIC AND EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY ) K€

sp. nov., isolated from Scandinavian We Recommend
i itis after contact with seals @

.

Myxobacteria with
atypical sporulation

pael nuﬁ;ﬂ)’\@w

”’:W >90% novel BGCs

g sy maesa1e BMC Microbiology

Novel Organism Verification and Analysis 2

(NOVA) study: identification of 35 clinical
isolates representing potentially novel
bacterial taxa using a pipeline based on whole
genome ing

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | (‘
°

Hvorfor sette organismer i bas?

* En felles systematikk gjgr det mulig 3 kommunisere presist om:

* Nye arter som oppdages for vitenskapen

* Hvilke arter som er utrydningstruet

* Hvilke arter som er funnet pa et geografisk omrade

* Hvilke arter som er i nzer slekt med hverandre

* Hvilke arter som kan pavirke vare samfunn...og vart samfunn deres

Store norske leksikon 2024

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | (‘
°

167



Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Phylogenetic Tree of Life

Bacteria Archaea Eucarya
Green
nonsulfur Animalia
bacteria

i
Plantas

Gram Methanomicrobiales

Purple  positives | Methancbacteriales
bactaria

L

Halophilas Cliiates

Methanococcales

Cyanobacteria
Flagellates

oo - Carl Richard Woese, 1928-2012

Microsparidia
Thermotoga

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°

Mikrobiell
diversitet

Hug et al. 2016. Nat. Microbiology

o:o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°
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Candidate Phyla
Radiation (CPR)

i

W

%

. Lokiarchaeota

£ -

Bacteria Eukarya

(74-76 phyla) Archaea

(24-28 phyla)

Hug et al. 2016. Nat. Microbiology

Begreper og definisjoner

* Taksonomi — Vitenskap som omhandler biologisk klassifisering og
slektskap mellom grupper av organismer. Bestar av :
* Klassifisering: Arrangerer organismer i grupper kalt taksa basert pa likheter
* Nomenklatur: Regelverk for hvordan man navngir levende organismer. Fglger
det binominale systemet til Carl von Linné
* |dentifikasjon: En prosess som bestemmer om et isolat tilhgrer et bestemt

takson
* Biovars — Biologiske varianter

* Serovars
* Genomovars

° do OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | i o
°
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TAXONOMY NOMENCLATURE

ergey’s Manual of 1023
N inee Badanang, — 2

Viktige
hendelser i
bakteriell
taksonomi og

nomenklatur s e i)

. o 1971
S I Ste 1 O O a r Classification and Nomenciature (IGVCN)

1977

1930 First International Congress of
Microbiology

[1958 , First edition of the International Code of
lomenclature of Bacteria and Viruses (ICNB)

1980 _ The Approved Lists of Bacterial Names
published

Pulsed Field Gel Electrophoresis 1983}
1285

1994, Term Caniialproposed
19%6 — Biocode pro
Multiocus sequence typing (MLST) 188y Py mcoiu? pre cr T ———
tes
Beginning of Bergey's transitions from. 2001, |G raquires fiving Sxenic sains eposited In twa
Phanbiype 10 168 TRRA s s SHHEone Beied i Grent Bounines

AAI and ANI used to determine ranks
Multlocus sequence analysis (MLSA)

Digital DNA:DNA hybridisation 2219

j2018 Gene seauences propose o serve as type
Beginning o Bergey's ransitons from ,_201g
B RNATS Genome sequences 22152020 Gene agauences proposed fo serve &5 type Hu gen holz et al. 2021

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°

vordan styres navnsetting av ny mikrobe?

1uMs - Inlemanonal Union of BAM - Bacteriology and
Microbiological Societies Applied Microbiology
* Organization mmvnslng of microbie- Division

logical sacieties around the world® + Division within IUMS

1CSP selects Judicial Commission

ICSP - International Committee on Systematics

Sboomm of Prokaryotes

ittees on
Taxonomy (currenty15) e

1CSP Judicial Commission (12 members)

= lssues opinions concerning nomenclature,

W e e + Committee within BAM (25 members) St
classification of various. ~ Oversees the nomenclature of prokaryotes :
taxa establshes the rule by which boctety and e
are named Ruling Dispute via

publicationin
USEM

Authors responsible
for

E
£ USEM - Journal of Systematic and
H ~ Published the most recent version ofthe International Gode of Nomenclature of
i Prokaryotes (ICNP, the ‘Code).
ournal with peer- .
2| feview proces Publishes proposed amendments to the Code
H . « publish 1510, and rulings by, the ICSP Judicial Commission
2 - ofthe ICSP, Judicial Commission, and the Subcommittees
: 7 on Taxonomy
H 4 Ists of new names
8 Peerreview
‘é process "
H Peer-review Submit concerns,
y Pracass oplnlons, etc. LPSN - List of Prokaryotic Names with
R R Standing in Nomenclature
. and Code « Valuable, independent resource that lists validly
5 i and effectively pubiished names of bacteria and
archaea; also lists Candidatus taxa

wanuesonr Sanford et al. 2021

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°
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PHYLUM CLASS ORDER FAMILY GENUS

Hiarkisk oy
klassifisering e s ;
]

acilla lus
{ Bacillales H, N
— U s
r Sachi I | Enterococcaceae Enterococcus

. i
organismer (i1 —=
& — e e

]

| clostridiaceae  |—{  clostridium

H Eubacteriaceae - eubacterium

Faecalibacterium |

[ Ruminococcus |

Enterobacter

Escherichia

Kiebsiella

‘ - g Tl TR : 1] "] lkee et al. 2020

o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS \ »
°

Hva er en art?
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Artsbegrepet i bakterier

“A monophyletic and genomically coherent cluster of individual
organisms that show a high degree of overall similarity in many
independent characteristics, and is diagnosable by a discriminative
phenotypic property.”

«Phylo-phenetic species concept» (Rossell6-Mora &
Amann, 2001)

o @ OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS ‘J\
°

Species A

Artsbegrepet i bakterier .
8o

. . . o
«The practical bacteria species concept» OQ§3
* Referanse stammer (Type stammer) e Species G
* Terskelverdier for genetisk sammenligning .
L]
% [
(©) L] © ®
© o
O o O
O o o) o
(]
0O
Chun, 2017 o

o @ OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS ‘J\
°
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Artsbegrepet i bakterier

may not
belong to V. vuinificus as OrthoANI
values are around the species
cutoff (=95%).

. Type strain of species
@ Species A @ Classified strains
O Undiscovered strains

wiicus VVyBIBT3)o. Jsrael2004

ivcus VWA 03y Hirael2003

V509, Msrae2008
49177V 11997

Boundary of species

Viso wincus JY1701/Ganctype E

strain of the.

O

Species B

Species C

0.5% OrthoANI

Chun, 2017

o & @ OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | c\
[ ]

Artsbegrepet i bakterier

* Det finnes mange artskonsepter for bakterier:
* Det fylofenetiske artkonsept
* Det praktiske artskonseptet for bakterier

Stabil gkotype model (SEM)

* Det biologiske artskonseptet

* Blandingskonseptet

Lois-Marie Bobay. The Prokaryotic Species Concept and
Challenges i “The Pangenome: Diversity, Dynamics and Evolution
of Genomes”. 2020

o:o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | c\
°
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Praktisk fremgangsmate for a finne nye arter

Diverse human localization ‘

Clinical sample

Conventional aerobic and anaerobic
@ culture

If MALDI-TOF MS result <2.0, then

If partial 165 rRNA gene sequencing ‘

<99.0% nucleotide identity, then
sequencing. )

Muigg et al. BMC
Microbiol. 2024

Mﬁ
=i

Novel species or difficult to identify strain

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°

Bacillus cereus gruppen

B. albus, 8. futi. B mobilis, B fungorem
B. nitratireducens, B. pacilicus,
B. paramycoides, B. paramthracis,

Total Number of B. proteclyticus, B. tropicus
B cereus 5.1, B clarus”
Species

25 B psewdonmycaides, "B. bingmeyongerrsis”

8. welhenstephanensis
20 £ antfvacis, B cptotoxicus, B wirdmannii
B. ceveus 5.5, B. toyonensis
15 Bmcaiies “B. manfiponensis”

8. thuringlensis

First publicaiion employing First mowet B weshensiephanensis

et identiny B. ceveus 51 spe menged inta & mycoides Carroll et al, 2021
,

(AN Tor bacterial taeramy (2) proposed using ANT(3.4) QENOMOSpEcEs (5]

o:o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°
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Bacillus cereus gruppen

Bacillus panaciterrae

* 2007: 7 arter (basert pa fenotyper/gkotyper)

* Post 2010 (Antall genomer gker): ANI,
genomospecies

* 2015-2024:

e >23 nye arter i Bc- gruppen og 57
genomospecies — feilidentifikasjon-
taksonomien sliter

* Store diskusjoner om DNA basert fylogeni
og fenotypi —

* Taksonomi/diagnostikk kraesj

* Hvordan forholder vi oss til nye Bc-arter
som foraraker anthrax?

* Regulering av B.thuringiensis baserte
insektisider

“Bacillus clarus" B clars mycoides_A B clanus”
Bacillus paramycoides B 329
Bacillus mycoides i
mycoides 328
Bacillus weihenstephanensis| VI/VII
mycoides H
Bacillus nitratireducens itatireducens i
Bacillus proteolyticus proteolyticus
» [ ] \
Bacillus cereus s.s. cereus s.s.
cereus s.s. v
Bacillus thuringiensis thuringiensis
Bacillus luti | luti
Bacillus mobilis mobilis
329
Bacillus wiedmannii wiedmannii
Bacillus albus albus
Bacillus fungorum spo0274s455 1/7m
mosaicus :
Bacillus anthracis anthracis
Bacillus tropicus tropicus
Bacillus pacificus
paranthracis
Bacillus paranthracis i
Carroll et al, 2021 Proposed 20; TDBR95 : speciv.3/ ; panCGroup
) H
005 moTUV. 25 (1Vill)

Inspirasjon: 0.A.@kstad, UiO

Bacillus pseudomycoides

Qoo I 336 ([l monivorerss
eyoronicus | [l 327 Wl VI
| gaemokensis” ‘gaemokensis”

—pr—

0:0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°

C/ostr/d/um sp.

250 « Gusterigonomes T 35
. bl By — st (1)
gg 2 > i o ‘——"’“"‘”‘"’"@
P2, 8

£§ 150 Foo B3 - d©)
2 iz 12 acetopuyticum (&)
£ 00 13F | =
82 Eotl " <@ e @

w0t ; R Jooserse @

Cluster v

; D
‘ : o = N—0)
oz o4 os  os 1 I
Soqvonce canty cukon e
100! wpﬂmculnﬁwm@

o] oo D)

paﬂmlgans

ittt 16)
R )

Cluster Xiva
clostidtorme

Glustorxivs
e ——w T bosenam

Cluster i

clarifiavum

optum
Cluster xvi |

ustor ia
L owserxe o

Cruz-Morales et al. 2019

oz

o:o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | G
°
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Oppsummering

* Taksonomi post-WGS : Mange nye arter oppdaget, utfordrer
artsbegrepene

* Flere artsbegrep. Ikke alle passer alle organismer
* «Det praktiske artskonseptet for bakterier» lettest a forholde seg til
» Taksonomi og diagnostikk hgrer ikke alltid sammen

* Forandringer i taksonomi for bakterier gar raskere enn diagnostiske
databaser klarer og oppdateres

o OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | “ﬁ' o
°

| Endringer i sopp-taksonomi

Hva, hvorfor og uavklarte problemer

Nettundervisning mikrobiologi
17.10.2024
Kjersti Wik Larssen

Fungal taxonomy and sequence-based nomenclature - PMC (nih.gov) 1
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Innhold

* Kongerike Fungi
* Sopptaksonomi og evolusjon av sopp

* Navnsetting pa sopp
* Historisk versus molekylaer era

* Amsterdam deklarasjonen/ One fungus One name
* Mange interesser

* Eksempler fra medisinsk viktige sopp
* «Candida», Cryptococcus, Aspergillus, Fusarium

Ann. Rev.Microbiol. 2020. 74:291-313

Cumulative number of fungal families published by decade

Kongerike Fungi

* Eukaryote organismer
* Neermere dyreriket enn planteriket | } ‘

* Estimert 2-3 millioner arter . _._.|_||_!I|_|_[ H na
* Ca 155 000 er formelt beskrevet FEEEIEEREEERERREGEEEE

* <10% P =
* Ca 2000 nye spp beskrives per ar na

* Menneskelig aktivitet gir nye
opportunister

* Medisinsk viktige 500
» 100-200 gir regelmessig infeksjon

8.5 million

155,000 1,461,728

;;;;;

State of the World’s Plants and Fungi 2023 (kew.org)
3
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-

UNGAL TREE OF LIFE @

MACROSCOPIC DIVERSITY OF FUNGI

Fungal Tree of Life (FTOL)

* Mat (>350 spp)

* Industriell bruk
* Legemidler:
* Alkohol og nzeringsmiddelproduksjon
* Enzymer og metabolitter

* Forskning
* Modell organismer

* Normalflora
* Viktig del av mange gkosystem
* Patogen: mennesker, dyr, planter

SOTWFungi 2018 Full_Report (1).pdf Fungal Tree of Life Poster (ima-mycology.org) 4
R * Gresk: Taxis = ordne, nomina = lov
= * Inndeling i taxa :

Neocallimastigomycota * Domain: Eukaryota

Monoblepharomycota . . .

Sanchytriomycota ¢ Klngdom. Fi ung'

Blastocladiomycota ¢ Subkingdom (F.eks Dikarya)

i::’:,:i:ftﬁ:”mmm * Phylum: - mycota (F.eks Ascomycota)

Kickxellomycota * Subphyla (F.eks Saccharomycotina)

Z‘]"":"""""’”’y”"’ * Class: - mycetes (F.eks Saccharomycetes)
lpidiomycota

or e on eor * Order: - ales (F.eks Saccharomycetales)

Sieporielony ot * Family: - aceae (F.eks Debaromycetaceae)

Mucoromycota .

Glomeromycota ¢ Genus: F.eks Candida

Ascomycota * Species F.eks Candida tropicalis (type strain)

Entorrhizomycota

Basidiomycota

Foreslatte sopp —phyla (tidligere 8)
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Historisk sopp taksonomi

Fungus Names

Medical mycology is hampered by the multiplicity of names that have been given
to ﬁln;l of medical importance. To attain uniformity in the nomenclature of any
organisms it is necessary that the names chosen should be intcrnation-
 rontie, Gt o oo of secsptable micas, I gives e
Intemational Codes of Nomenclature, which provide arbitrary rules for the
regulation of names. Fungi, being traditionally associated with plants, ar

[ covered by th Code of Botenical ). This Code
oot Bk, 15901 islong Andxalher lex, deali it does with ﬂle h names

* and their valid publication for diverse groups R

Nomendatere of Fargl and most fequently imvoked rales s probably the lnlmfprm)nty by which the

Pathogenic to Man and Animals  legitimate name for an organism when classifid in any particular group is the

earliest name given to the organism in that group. For example, Bodin’s name
Trichophyton ﬂawm iakes precedeace over Tichophyton cerbriorme, Which i
roposed by Sabouraud f more
compiated, xample 1s aforded by the hres names Mdcuupamm eanis, M.
Jelinewm, and M. lanosum, which have been applied to the fungus causing micro-
sporosisn cats and dogs. M. canis must be used becauseit isthe earlies, aithough
it only antedates M. felineum by a few months. The Code does not take iato
account the appropriateness of names. The eat may be more frequently infoctod

” 1

Names recommendcd for e
i Gres B

Lveo10Y conpTTER E

P

1

J Clin Microbiol. 2023 Jun; 61(6): e00330-22.

Livsyklus sopp

A Yeast

* Flere typer formering
* Aseksuell (anamorf):
* Ukjgnnet vegetativ formering
* Konidier (evt sporangiospore)
* Haploid «mor» blir identisk «datter»
* Seksuell (teleomorf)
* Kjgnnet formering med seksuelle sporer

* diploide zygoter gjennomgar meiose og blir haploide celler

* Ascosporer, Basidiosporer, Zygosporer

( 2 swssrg——

C \—. Germ tube f\ SCE> Pseudo

* Historisk: Inndeling etter utseende

* Carl Linné: Systema Naturae 1735
* Oppfatning: En art er statisk/fiksert

* Charles Darwin: On the origin of
species 1859

* Evolusjon av arter over generasjoner

* En sopp: Kan ha hatt mange
synonyme navn historisk
* Pichia kudriavzevii
* [ssatchenkia orientalis
* Candida krusei
* Pichia orientalis
* Monilla africana

/n—s
&

/ Blastoconic

Phialides

Vesicle -

Conidiophore

T
Septate
hyphae

B Conidia
(Aspergillus spp.)

Current Fungal Taxonomy and Developments in the Identification System | Current Microbiology (springer.com)
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Hva er en sopp art?

* Ingen universell akseptert definisjon

* Stor morfologisk variasjon

* Avhenger av medie, temperatur,
dyrkningstid med mer

* Uni- til multicellulaere
Ulike stadier i livssyklus

Seksuell reproduksjon:
* Miljgavhengig
 Kan tapes bade naturlig eller i lab Overlappende morfologi hos ulike arter innen

P Aspergillus fumigatus complex (a) Aspergillus fumigatus,

Asek§UEII ure.prqukSJon'. . (b) Aspergillus lentulus, (c) Neosartorya fischeri and (d)

* Gir ogsa diversitet over tid via Aspergillus felis.

rekombinasjon/ mitose

Aspergillus | Mycology | University of Adelaide

Current Fungal Taxonomy and Developments in the Identification System | Current Microbiology (springer.com)

Evolusjon hos sopp- 1000 millioner ar

* Divergent evolusjon
* Relaterte organismer blir mer ulike —

—

* Konvergent evolusjon
* Ikke-relaterte arter utvikler liknende

egenskaper e —
* Morfologisk/fenotypisk identifikasjon:
* Begrensninger med metode! s
* Fenotypisk likt utseende hos ulike arter f,?f""“w«-
* Fenotypisk ulikt utseende hos samme art -/ CETIN

* Pavirkes av miljg

FIRST CELL ‘COMMON ANCESTOR

180



Del 2 - Innleggene/Bakgrunnsinformasjon

Frontiers | Improving Taxonomic Delimitation of Fungal Species in the Age of Genomics and Phenomics (frontiersin.org)

Ulike species konsept hos sopp

. . A encti B i i
° Morfologlsk/Fenotyplsk Phylogenctic Biological
(ele] o0 0.0
. . L X .J
* Biologisk S99:8 %392
. 0%9 [o} Q00 o
* Invivo PO ©25%
.. Specics A Specics B
* Insilico . :
- Species are distinguishable based on shared, - Species are distinguishable via reproductive
. derived traits isolation
° ¢ kol Og | S k - Individuals of the same species can be grouped | - Interbreeding of individuals in the same species
based on derived traits from a common ancestor | produces viable offspring
: c Morphological o Ecological
* Fylogenetisk e 8
. > ® v
» Genomisk o® ©
hyphac spores cos ‘ . ’
@ colonics g’" =
- Species are distinguishable based on features « Species are distinguishable via niche p '3
and appcarance - Individuals of the same species share
- Individuals within a specics have a shared suite | preferences and tolerances for biotic and abiotic
of distinct morphologics and ch: d

10

Hvorfor endring?

* Taksonomiske niva over species «tilfeldig» satt

* Ulike genera har historisk blitt opprettet for arter med liknende morfologiske
og/eller fenotypiske karakteristika.
* Flere av disse genera er polyfyletiske ved molekylzer tilnseerming
* Gjenoppbyging av FTOL basert pa molekylzaer avstand
* men mangler til dels kriterier for hva avstand skal veere.

* Genomisk species konsept kan stabilisere sopp taksonomi
* 2012,- konsensus om ITS som sopp DNA barkode
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Molekylzer taksonomi

* Ribosomale gener (18S rDNA, med ITS, D1/D2 sekvensering)

* Korrelasjon ITS og andre species kriterier/ WGS for lite studert

* Eksempel: Fusarium genus har opptil 10% ANI forskjell med WGS, men lite eller ingen
sekvensvariasjon i ITS. Behov for supplerende gener/sekundzere barkoder.

* Beta tubulin (BT2, TUB), translasjon elongation factor 1-alfa (TEF1), actin (ACT1)
* Helgenomsekvensering
* 1000 fungal genome project: Sekvensert >500 genom spredt over FTOL.
¢ 1000 Fungal Genomes Project - Home
* Y1000 + project: WGS av genom fra 1051 spp i subphylum Saccharomycotina
* Home (wisc.edu)

Molekylaere analyser pa sopp har vist

* Stor genetisk variasjon innen «species» tidligere basert pa fenotypi
* Beskrivelse av nye species innen opprinnelig species
* Pavisning av polyphyletiske genra (ikke alle arter innen en gruppe var relatert)
* Korreksjon av taksonomiske «feil» basert pa tidligere klassifikasjon
* Eg Candida albicans og Candida krusei tilhgrer ikke samme art. En ma bytte navn.
* Nye fyla, genra og species
* Seerlig mye trgbbel blant «fungi imperfecti» og «Candida»

* Behov for to navn forsvant

* To eller flere ulike navn for samme sopp ble forbudt fra jan 2013 av
* Filobasidiella neoformans/ Cryptococcus neoformans
* Neosartoria fumigata / Aspergillus fumigatus
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One fungus, one name

* Dobbel nomenklatur har veert tillatt fordi morfologisk ulik ana- og
teleomorf av samme sopp har blitt beskrevet og navngitt uavhengig
av hverandre historisk

* Begge vekstformer er like genetisk, og i ettertid har molekyleere metoder har
bevist slektskap mellom ana- og teleomorf
» Teleomorf har hatt presedens (i GenBank/ andre databaser)

* One Fungus- One name symposium 2011

* Amsterdam Declaration of Fungal Nomenclature 2011
* Dobbel nomenklatur forbys 2013
* Teleomorf trenger ikke ha presendens over anamorf

One Fungus—Which name(symposium 2012)

* Mange interesser i hva er «korrekt navn»
* Medisin, landbruk, botanikk, dyrehelse, industri, mattrygghet

* The Code: International Code of Nomenclature for algae, fungi and plants:
* Bade ana og teleomorf kan foreslas
* NCF: Nomenclature committee for fungi

* ICTF: International Comission on the taxonomy of fungi
¢ Fungal Nomenclature (ima-mycology.org)

* Ma bli enige der seksuelt navn har historisk presedens

* Gar stort sett greit
* Vanskelig der viktige sopp (medisinsk, gkonomisk) har etablerte seksuelle og aseksuelle navn
¢ F.eks innen Fusarium spp
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«Candida»

* Latin: Candidus: hvit/naiv

* Kunstig konstruksjon uten taksonomisk verdi
* Stort, polyphyletisk genus med > 400 spp for mange gjeersopp uten kjent
seksuell reproduksjon, aseksuell knoppskyting og uten distinktiv morfologi
* Siste tiar,- ca 50% av Candida spp omplassert i 36 eksisterende genera og 14
nye foreslatte genera, men fortsatt mye polyphyli innen genus
* Candida spp i nesten alle familier tilhgrende subphylum Saccharomycotina

FEMS Yeast Res, Volume 19, Issue 4, June 2019, foz037, https://doi.org/10.1093/femsyr/foz037

Eksempel «Candida»

* Nye navn har fylogenetisk basis

Logisk og bedre forstaelse

* Egiboende resistens: samme genus

* Candida albicans: Candida albicans

* Candida tropicalis: Candida tropicalis

* Candida glabrata: Nakaseomyces glabrata

e Candida guillermondii: Meyerozyma guilliermondii

* Candida auris: Foreslatt nytt genus Candidozyma auris

| Metchnikowaceae
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Recommended name

Candida fermentati

Candida auris

Clavispora lusitaniae

Yarrowia lipolytica

Pichia kudriavzevii

Member of

complex

C. fermentati

species complex

Synonyms

Torula fermentati, Trichosporon appendiculare, Fermentotrichon

appendiculare, Pichia caribbica, Meyerozyma caribbica

Link in atlas

view in atlas

view in atlas

Candida parapsilosis, Candida obtusa, Candida lusitaniae

Mycotorula lipolytica, Candida lipolytica, Monilia cornealis, Proteomyces  view in atlas

cornealis, Endomycopsis lipolytica

Saccharomyces krusei, Endomyces krusei, Monilia krusei, Candida

krusei,

yceloblastanon krusei, Geotrichoides krusei, Trichosporon

krusei, Mycotoruloides krusei, Monilia inexpectata, Mycocandida

inexpectata, P ia inexpectata, Trichosporon dendriticum,

Candida dendritica, Issatchenkia orientalis, Pichia orientalis

Nomenclature — names — Atlas of Clinical Fungi (atlasclinicalfungi.org)

Eksempel Cryptococcus
evidertnawn | Tidigerenan | ommemar |

view In atlas

Comment Disease name

Member of Wick thus G

really remote from Candids. Should be in
Meyerozyma. Fermentatiis oldest epithet
(1922), much older than caribbica (2003),
this is an unstable situation. For now, use

fermentati. Requires change in Atlas.

Note that the species is phylogenetically  Candidiasis

remote from Candida s.str,, and has

significant intraspecific variability; the
name might be unstable.

Candida lusitaniae or Clavispora Candidiasis
lusitaniae. Species is phylogenetically

remote from Candida, close to C. auris

which might be changed to Clavispora, a

relatively well-accepted genus. To prevent

back-changing because of C. aurfs,

preferably maintain Clavispora {usitaniae.

Yarrowia is phylogenetically correct, Yarrowia lipolytica (N)

remote from Candida, and well-accepted.

Candida krusei or Pichia kudriavzevii. The  Candidiasis
oldest epithet is krusei (1910), but Pichia

kruseiexisted already for another fungus.

Pichia orientalis also existed already.

kudriavzeviiis a name change for

orientalis (1963). Requires change in Atlas.

Cryptococcus neoformans
Cryptococcus deneoformans
Cryptococcus gattii
Cryptococcus bacillosporus
Cryptococcus deuterogatti
Cryptococcus tetragattii
Cryptococcus decagattii
Naganishia albida
Cuteneotrichosporon curvatum

Papilotrema laurentii

C.neoformans var grubi (serotype A)
C.neoformans var neoformans (serotype D)
C.gattii (serotype B, mol type VGI)

C.gattii (serotype C, mol type VGIII)

C.gattii (Serotype B, mol type VGII)

C.gattii (serotype C, mol type VGIV)

C.gattii (Serotype B, mol type VGIV og VGllic)
Cryptococcus albidus

Cryptococcus curvatus

Cryptococcus laurentii

Navnet Cryptococcus genus forbeholdes patogene arter naert C.neoformans

Eks C.gattii spp complex
«Cryptic» species,- ulike i
prevalens, patogenisitet og
antimykotiafglsomhet + er
ulike i nyere molekylzere
analyser

Eksempler pa > 100
Cryptococcus spp
reklassifisert i nytt genus
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Fusarium | Mycology | University of Adelaide

Fusarium

* Stort anamorft genus med mange ulike teleomorfer
* Medisinsk og landbruksinteresser

wnrIvsnd

* Type species = F. sambunicum (teleomorf Gibberella)

* Gibberella eller Fusarium for alle med Gibberella teleomorf?
* Hva med
* Fusarium solani species complex (teleomorf Neocosmospora)
* Fusarium dimerum species complex (foreslatt navn Bisifusarium)
* Krangel om avgrensing av genus,- hvilke noder i fylogenetisk
tre gjelder. Ikke endelig avklart
* Argumenterer for & holde F. solanisp complex i genus Fusarium

PHYTO-07-12-0150-LE (apsnhet.org)

Member of o )
Recommended name Synonyms Link in atlas Comment Disease name
complex

Fusarium dimerum Bisifusarium dimerum view in atlas Awaiting the dispute on Fusarium Fusariosis

phylogeny; name may be unstable,

Aspergillus — Ett stort genus?

* En anamorf, minst 10 teleomorfer
* A.glaucus (teleomorf Eurotium). Type strain.
* A.fumigatus (teleomorf Neosatorya)

* A.nidulans (teleomorf Emerciella)

* >250 spp organisert i 7 subgenera og
seksjoner med relaterte species.

¢ Genetisk avstand mellom klader er stgrre enn for
mange andre sopp genera

* Forelgpig beholdt ett genus for 3 unnga
nomenklatur ustabilitet («bredt» konsept)

Options Single name nomenclature in Aspergillus
(aspergilluspenicillium.org) Previously unknown species of Aspergillus - ScienceDirect 21
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Konsekvenser av ny taksonomi

* Ukjente navn pa «kjente» humanpatogene sopp
* Pichia kudriavzevii (tidligere C.krusei) Endret i 2008
* Nakaseomyces glabrata (tidligere C.glabrata). Ikke offisielt i mycobank enna
* Talaromyces marneffei (tidligere Penicilium marneffei)
* Magnusiomyces capitatum (tidligere Geotrichum capitatum)
* Lomentospora prolificans (tidligere Scedosporium prolificans)
* Hva gjgr man med «candidiasis» etc

* Laerebgker, guidelines (EUCAST, ESCMID, CLSI mm) fglger forelgpig
ikke ny nomenklatur

* Fordel: Egenskaper hos ett genus fglger mer av navnet
* Eg alle Pichia spp er iboende R mot fluconazol

Hva gjgr vi?

Fglg anbefalinger til foreslatt global consensus
* A conceptual framework for nomenclatural stability and validity of medically important fungi: a
proposed global consensus guideline for fungal name changes supported by ABP, ASM, CLSI,
ECMM, ESCMID-EFISG, EUCAST-AFST, FDLC, IDSA, ISHAM, MMSA, and MSGERC- PubMed (nih.gov)
Bruk The Atlas som oppslagsverk
* Nomenclature-database.pdf (atlasclinicalfungi.org)
* Kan ogsa sgke i databasen (men der er ikke anbefaling om rapportert navn med)
* Fglg med pa ISHAM
* Nomenclature of Clinical Fungi :: ISHAM
* For uvanlige arter OK med nytt navn (om anbefalt i Atlas, men referer til det gamle)
* Magnusiomyces capitatus (tidligere Geotrichum capitatum)
* Lomentospora prolificans (tidligere Scedosporium prolificans)

* For vanlige eks “Candida” arter,- Norge bgr legge om samtidig/ ikke f@r ref.lab gjgr det

23
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Nyttig litteratur

¢ Name Changes in Medically Important Fungi and Their Implications
for Clinical Practice - PMC (nih.gov)
* Name Changes for Fungi of Medical Importance, 2020 to 2021 - PubMed

(nih.gov
C!la_nges L fungal taxonomy: mycologlcalrationaleiand * Name Changes for Fungi of Medical Importance, 2018 to 2019 - PubMed
clinical implications -
(nih.gov
Andrew M. Borman (3 2, Elizabeth M. Johnson 2 * Name Changes for Fungi of Medical Importance, 2016-2017 - PubMed (nih.gov
* Name Changes for Fungi of Medical Importance, 2012 to 2015 - PubMed
(nih.gov
Journal of m

Clinical Microbiology R4 ¢ A Genome-Scale Phylogeny of the Kingdom Fungi - PMC (nih.gov)

RE!
JAY ., (Clincal Micrabidlogy BB R o
=4 naosower REViews il o org/10.128/crms 00

¢ A genome-informed higher rank classification of the

A conceptual framework for nomenclatural stability and validity biotechnologically important fungal subphylum Saccharomycotina -
of medically important fungi: a proposed global consensus PMC ( nih .gov)

guideline for fungal name changes supported by ABP, ASM, CLSI,
ECMM, ESCMID-EFISG, EUCAST-AFST, FDLC, IDSA, ISHAM, MMSA,
and MSGERC

24
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VEDLEGG: Saksfremlegg og mgtereferater om AFI til nasjonalt forum
for medisinsk mikrobiologi, FHI 5.des 2024 og 3. des 2025.

Saksframlegg:

Opprettelse av en nasjonal Arbeidsgruppe for identifikasjon

Til: Deltakere pa arsmgte i Nasjonalt forum for medisinsk mikrobiologi 5.des. 2024

Fra: Programkomiteen for Strategimgtet i bakteriologi 2024 - Stale Tofteland (leder), Andre
Ingebretsen, Therese Johansen, Kjersti Wik Larssen, @yvind Kommedal.

Kopi: Fredrik Muller, Sandra Aasheim, Anne Torunn Mengshoel

Dato: 28.11.2024

SV:

Forslag til beslutning:

Nasjonalt Forum stgtter opprettelsen av en Arbeidsgruppe for identifikasjonsspgrsmal og metoder
for identifikasjon (med fokus pa MALDI-TOF MS identifikasjon) (heretter kalt AFl). Nasjonalt Forum
ber om at medlemmer som oppnevnes gis mulighet i sitt arbeid til 4 bidra i en slik gruppe. Ved behov
for reisevirksomhet, ber vi om at avdelingene stg@tter dette. Behovet antas ikke a bli stort, opptil 2
mgter arlig som krever reise. Det meste av mgte- og arbeidsvirksomheten vil forega digitalt.

Bakgrunn:

Identifikasjon og resistensbestemmelse er begge tverrgaende funksjoner i mikrobiologiske avdelinger
som griper inn i diagnostikk uavhengig av infeksjonstype.

Resistensbestemmelsen har i lang tid vaert harmonisert nasjonalt giennom anbefalinger og opplaering
fra AFA (Antibiotikagruppen for antibiotikaspgrsmal og metoder for resistensbestemmelse) som

jobber kontinuerlig med antibiotikaspgrsmal og metodeoppdateringer innen resistensbestemmelse. |
de seinere ar har denne gruppen funksjon som en «NAC» (nasjonal brytningspunktkomite) under det

europeiske samarbeidet innen resistensbestemmelse (EUCAST). Gruppen arbeider dessuten i et
samarbeid med de andre nordiske land (gjennom NordicAST).

En liknende nasjonal gruppe med formal @ harmonisere spgrsmal angaende identifikasjon inkludert
metoderelaterte spgrsmal har imidlertid ikke eksistert inntil na. En slik arbeidsgruppe kunne jobbe
for a spre kunnskap og harmonisere enkeltlaboratorienes tilnaerming til taksonomi, nomenklatur og
svarrapportering (gi anbefalinger). En rekke taksonomiske endringer i nomenklatur skjer fortlgpende,
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og det vil derfor vaere et kontinuerlig pagaende arbeid. Metode- og kvalitetsspgrsmal knyttet til
kurering av viktige massespekter databaser, intern opplaering av og informasjon til personell som
utfgrer identifikasjonsarbeid, systemer for dialog og informasjon til rekvirenter, ensartede
kvalitetsstandarder for benyttede identifikasjonsmetoder (primaert for MALDI-TOF MS), ev ogsa
minstekrav til laboratoriene for a utfgre identifikasjonsarbeid (eks anbefalinger om back-up) og til
biosikkerhet kunne ogsa vaere oppgaver for en slik gruppe.

| forbindelse med planleggingen av arets strategimgte om identifikasjon (avholdt 23.10.2024) sa
programkomiteen et behov for a etablere en slik gruppe, og sgkte a klargjgre interessen for a
etablere en slik kontinuerlig arbeidende gruppe gjennom en spgrreundersgkelse til alle
mikrobiologiske avdelinger og gjennom diskusjon og avstemming pa selve mgtet.
Sperreundersgkelsen viste at det var interesse for slik etablering, og i mgtet var det enstemmig
tilslutning blant representantene om et gnske om 3 etablere en slik gruppe, og programkomiteen fikk
ogsa enstemmig tilslutning i mgtet til & utarbeide et forslag til mandat for gruppen og prinsipper for
sammensetning av en slik gruppe som kunne tas videre i Nasjonalt forum for a hente faglig stgtte og
forankring der. En hgring av dette saksfremlegget er pa hgring til representanter pa Strategimgte, og
denne hgringen er avsluttet fgr mgtet (5.desember).

Det er usikkert hvorfor man ikke har hatt en nasjonal koordinering av identifikasjonsarbeidet
tidligere. Forut for innfgring av MALDI-TOF MS identifikasjon arbeidet man etter de samme faglige
basale prinsipper med metabolisme/biokjemisk -orientert identifikasjon, men det var likevel ulik
instrumentering og tilnaerming i laboratoriene. Dette kan veere en arsak. Etter paradigmeskiftet som
innfgringen av MALDI-TOF MS basert identifikasjon var, ble identifikasjonsarbeidet enda mer
ensrettet i de kliniske mikrobiologiske avdelingene - i tillegg til den gket kvaliteten og tempo/klinisk
relevans (og de reduserte kostnadene) som kom som konsekvens av den. Dette aktualiserer i seg selv
til gkt samarbeid. | tillegg eksponeres laboratoriene direkte for taksonomiske endringer ved arlige
oppdateringer av standard-databaser fra leverandgrer og ikke ved bruk av ikke-kommersielle
databaser. Dette gir betydelige praktiske utfordringer, og vi tenker at dette vil vaere en viktig
arbeidsoppgave for en nasjonal arbeidsgruppe a koordinere, og gi anbefaling om klinisk
hensiktsmessig og harmonisert svarrapportering. Vi tror arbeidet totalt sett vi representere en stor
arbeidsbesparelse, effektivisering og kvalitetsmessig forbedring av dette arbeidet. Medlemmene i
Arbeidsgruppen vil ha en padriverrolle i koordinering og harmonisering, og vi vil be om at Nasjonalt
Forum oppfordrer laboratoriene til a prioritere tid for medlemmer i deres laboratorier som gnsker
og/eller blir bedt om delta i Arbeidsgruppen til enhver tid.

Spgrreundersgkelsen forut for strategimgtet antydet en viss skjevdeling nar det gjelder basal
kompetanse innen MALDI-TOF MS teknologien, og mye av den spesifikke kompetansen finnes, ikke
unaturlig, mest tilknyttet universitetsmiljgene. De vi antakelig fa en stgrre rolle i gruppen.

Mandat:

Arbeidsgruppen skal arbeide kontinuerlig og gi arlige anbefalinger om viktige endringer innen
taksonomi og nomenklatur som bgr giennomfgres i laboratoriene, og videre gi anbefalinger for en
enhetlig klinisk svarrapportering (for eksempel art/sub-art/artskompleks). I tillegg til & vaere enhetlig
pa mikrobeniva, kan det veere relevant @ harmonisere klinisk kommentering som gjelder
virulens/assosiert klinisk tilstand/syndrom og iboende/assosiert resistens (dette siste naturlig i
samarbeid med AFA). Arbeidsgruppen skal vurdere mulighet for og hensiktsmessigheten av
ytterligere oppgaver. Eksempler kan vaere kvalitetssikringsstandarder, handtering av IVDR, opplaering
av spesifikke metodeforhold, handtering av databaser som ikke er standarddatabaser fra leverandgr,
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bruk av ikke-kommersielle databaser, generering og bruk av egengenerte og andres spektre mm.
Arbeidsgruppen bgr samarbeide med relevante aktgrer gjiennom hgringer (f.eks.
overvakningssystemer (eks NORM) og AFA. Svarrapporering pa arts-niva gir muligheter for en rekke
artsspesifikke kliniske kommentarer (assosiert sykdom og resistens) og tilnaermingen bgr ikke
kollidere med en gitt overvakningspraksis.

Sammensetning:

Det er viktig a fa sammensatt en tilstrekkelig sterk faglig gruppe: forslaget vil vaere 4 medisinsk
mikrobiologer, 1 mikrobiolog/bioinformatiker, 1 bioingenigr. Ved behov vil man kunne knytte til seg
medlemmer/hospitanter/observatgrer med spesialkompetanse. Medlemmene bgr ha en viss
arbeidsdeling, og samarbeide med kjente ressurspersoner i laboratoriene (som ikke sitter i gruppen).
Minst ett medlem bgr komme fra et ikke-universitetslaboratorium for 3 ivareta disse laboratorienes
perspektiv. Det bgr bestrebes geografisk representasjon fra alle helseregioner. Arbeidsgruppen kan
foresla en utvidelse med kliniker/infeksjonsmedisiner for & ivareta dette perspektivet, ev at
overvakningorganer skal ha fast representasjon, hvis dette anses hensiktsmessig eller ngdvendig.

Oppnevning:

Oppnevningstid bgr vaere 4 ar med mulighet til forlengelse. Mikrobiolog Andre Ingebretsen er
interessert i a lede gruppen i en oppstartsfase. Han har veaert sentral gjennom flere ar for a etablere
fagfelleskap og har solid metodekunnskap for MALDI TOF MS identifikasjon, identifikasjon ved
helgenomsekvensering, samt taksonomikunnskap. Nar gruppen er fungerende (inntil 4 ar) bgr
medlemmer til gruppen utnevnes gjennom fagmiljget i klinisk mikrobiologi. Det bgr jobbes mot at
medlemmer utnevnes etter modell fra AFA. Hvorvidt dette skal elle kan skje via Helsedirektoratet kan
diskuteres i mgtet.
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Saksfremlegg nasjonalt forum s sseisusse =
2 O 2 5 identifikasjonssporsmsl  w=? .

* MANDAT: Arbeidsgruppen skal o\

« arbeide kontinuerlig og gi arlige anbefalinger om viktige endringer innen taksonomi

og nomenklatur som bgr gjennomfgres i laboratoriene.

gi anbefalinger for en enhetlig klinisk svarrapportering (for eksempel art/sub-

art/artskompleks).

vurdere mulighet for harmoniserte kvalitetssikringsstandarder, handtering av IVDR,

opplering av spesifikke metodeforhold, hdndtering av databaser som ikke er

standarddatabaser fra leverandgr, bruk av ikke kommersielle databaser, generering

og bruk av egengenerte og andres spektre mm.

« samarbeide med relevante aktgrer gjennom hgringer (f.eks. overvakningssystemer
(eks NORM) og AFA.

Sammensetning av arbeidsgruppen-mandat

* Det er viktig a fa sammensatt en tilstrekkelig sterk faglig gruppe
* Forslag:

* 4 medisinsk mikrobiologer

+ 1 mikrobiolog/bioinformatiker

« 1 bioingenigr

« Liten interesse blant medisinske mikrobiologer

> @ OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS
.

Q

Arbeidsgruppen

* Audun Sivertsen, Overlege med.mikrobiologi, Haukeland
 Torbjgrn Sale Bruvold, Bioingenigr, Haukeland

* Johanne Marie Iversen, LIS med. mikrobiologi, Nordlandssykehuset
* Hege Elisabeth Larsen, Bioingenigr, Nordlandssykehuset

 Jgrgen V. Bjgrnholt, Overlege med.mikrobiologi, OUS

* Heidi Otteras, Bioingenigr, OUS

* Kjersti Haugum, Molekylzerbiolog, St.Olav

* André Ingebretsen, Mikrobiolog/molekylzerbiolog, OUS (leder)

© © 8 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | c‘
-

Hva er gjort hittil?

* Ikke mye, men....

« Viderefgring av arbeidet startet ved OUS

« Differensiering av data/identifikasjon som gis ut til kliniker og hva som
mikrobiologen beholder selv

* G& bort fra & svare ut artskompleks hvis mulig
* Ga bort fra Lancefield gruppering av Streptokokker

* Introduksjon av nye navn pa arter med standardkommentar inkl. gammelt
navn

oo @ OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | i‘
.

Plan for 2026

Fysisk heldags oppstartsmgte i januar/februar
Arshjul-mgteplan

* Minst ett fysisk mgte for arbeidsgruppen

* Regelmessige mgter pa Teams

* Nasjonalt &pent heldagsmgte 2027
Kommunikasjonsplan

* Nettside?

* Webinarer

* Rapport om viktigste forandringer i bakteriell/sopp taksonomi 2026
Kunnskapsbase

« Viktige publikasjoner 2025-2026

+ < OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | \\
.

Komplekst arbeid

* Avhenger av:
* ECDC/FHI/MSIS — overvakning
* AFA/EUCAST — AST-definisjoner
« Internasjonale retningslinjer for taksonomi og godkjente navn
* Sekvensdatabaser
* MALDI databaser
* Stgrre internasjonale harmoniseringsprosjekter
® ....O8 ressurser.....
e .....og forutsigbarhet...

L :l OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | i\
.

;0 OSLO UNIVERSITETSSYKEHUS | i‘\
.
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Nasjonalt forum for medisinsk mikrobiologi
Referat fra metet pa FHI torsdag 5. desember 2024

Fysisk/Teams - meote

Tema

Referat

Moderator

Til stede

Motet er fysisk. Noen {4 deltagere er pa Teams: Irene

Hoyland Lehr (SUS), Elling Ulvestad (Bergen), Einar Nilsen
(Molde), Carina Thilsen (Unilabs),

Milad Chedid Ghantous (Haugesund)

Fysisk til stede:

Cecilie Torp Andersen (OUS - RH), Roar Bavre-Jensen
(Vestre Viken), Anita Kanestrom (Kalnes), Grete Kro (OUS,
ref.gr), Hans-Johnny Nilsen (St.Olavs), Kjersti Wik Larssen
(St.Olavs, ref.gr), Trine LAbee-Lund Normann (FHI, direktor
bakt), Stale Tofteland (SSHF), Kamila Karolewska (Forde),
Rikard Rykkvin (FHI - virologi), Astrid Wester (AHUS), Paula
Hillestad (Fiirst), Ashild Marvik (SiV), Kristine Schietz (OUS-
Ulleval), Christine Jonassen (FHI direkter virus), Fredrik
Miiller (OUS, meoteleder og AU), Anne

Torunn Mengshoel (FHI, mateleder og leder av AU), Sandra
Asheim (NLSH, AU og referent)

Deltok ikke pd metet:

Gunnar Skov Simonsen (UNN) og Tine Dons (Lillehammer)

17/24
I[dentifikasjon
bakterier og
sopp:
harmonisering
av rapportering
fra ulike
metoder

Ved Strategimgtet i oktober ble det enstemmig vedtatt at
det bgr jobbes fgr 3 opprette en nasjonal Arbeidsgruppe for
identifikasjonsspgrsmal og metoder for identifikasjon
(heretter kalt AFI). Gruppen skal harmonisere spgrsmal
angaende identifikasjon inkludert metoderelaterte
spgrsmal. Det er gnskelig med forankring i Nasjonalt forum.
Mandat presenteres.

Medlemmer som oppnevnes ma fa avsatt tid til & bidra i
gruppen og det ma paberegnes reisevirksomhet som ma
dekkes fra eget helseforetak - ca 2 ggr/ar. Det meste av
mgte- og arbeidsvirksomheten vil foregd digitalt.
Sammensetning av AFI blir diskutert. Bl.a foreslas 4
medisinsk mikrobiologer, 1 mikrobiolog/bioinformatiker, 1
bioingenigr. Ved behov vil man kunne knytte til seg
medlemmer/hospitanter/observatgrer/klinikere med
spesialkompetanse. Minst ett medlem bgr komme fra et
ikke-universitetslaboratorium for a ivareta disse
laboratorienes perspektiv. Det bgr bestrebes geografisk
representasjon fra alle helseregioner.

Oppnevningstid bgr veere 4 ar med mulighet til forlengelse.
Det bgr jobbes mot at medlemmer utnevnes etter modell fra
AFA.

Stale
Tofteland/Kjersti
Wik Larssen
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Forslag til Mandat:

Arbeidsgruppen skal arbeide kontinuerlig og gi arlige
anbefalinger om viktige endringer innen taksonomi og
nomenklatur som bgr gjennomfgres i laboratoriene, og
videre gi anbefalinger for en enhetlig klinisk
svarrapportering (for eksempel art/sub-art/artskompleks).
[ tillegg til & veere enhetlig pa mikrobeniva, kan det vaere
relevant 3 harmonisere klinisk kommentering som gjelder
virulens/assosiert klinisk tilstand /syndrom og
iboende/assosiert resistens (dette siste naturlig i samarbeid
med AFA). Arbeidsgruppen skal vurdere mulighet for og
hensiktsmessigheten av ytterligere oppgaver. Eksempler
kan veere kvalitetssikringsstandarder, handtering av IVDR,
oppleering av spesifikke metodeforhold, handtering av
databaser som ikke er standarddatabaser fra leverandgr,
bruk av ikke-kommersielle databaser, generering og bruk
av egengenererte spektre mm. Arbeidsgruppen bgr
samarbeide med relevante aktgrer gjennom hgringer (f.eks.
overvakningssystemer (eks. NORM) og AFA.
Svarrapporering pa arts-niva gir muligheter for en rekke
artsspesifikke kliniske kommentarer (assosiert sykdom og
resistens) og tilneermingen bgr ikke kollidere med en gitt
overvakningspraksis.

Spgrsmal/kommentarer/diskusjoner:

Det blir diskutert om forankring skal veere hos
Helsedirektoratet (HDir), helseforetakene (HF) eller

NFMM. Det er uklart om hvem som skal finansiere
kursvirksomhet. Man forventer at HF ma sta for finansiering|
til reiser.

Medlemmer: Viktig med ikke for stor gruppe, men
referansefunksjonsperson og Msis-labdatabase bgr
vurderes som fast medlem. Kliniker med som i AFA-
gruppen ma absolutt vurderes. Andre medlemmer kan tas
inn pa sak

Nasjonalt forum stgtter enstemmig mandatet med 19
stemmer. Under mgtet blir det besluttet at AFI Ligger under
Nasjonalt forum som midlertidig underutvalg. Fremdrift
presenteres pa neste mgte. Nasjonalt forum ber om at
medlemmer oppnevnes og reisevirksomhet stgttes.

Det kom noen innspill via hgring pa mail: AHUS gnsket at
gruppa bgr ledes av en medisinsk mikrobiolog. Dette for &
best ivareta det kliniske perspektivet.
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mikrobiologi
Referat fra meotet onsdag 3. desember 2025
Folkehelseinstituttet kl 09:30-16:00
Lovisenberggt. 8, mgterom 1025

Arsmgate Nasjonalt forum for medisinsk

Arbeidsutvalget: Sandra Asheim, Fredrik Miiller, Anne Torunn Mengshoel

Sak Referat Innlegg
av

Til stede Motet er fysisk. Det blir prevd ut transkripsjon og referatskriving

med Copilot. Alle deltakere er varslet om at transkripsjon er

aktivert.

Irene Hoyland Lehr (SUS), Milad Chedid Ghantous (Haugesund),

Erling Hayer (St.Olavs), Kristine Schigtz (OUS-Ulleval),

Rikard Rykkvin (FHI), Ashild Marvik (SiV), Truls Leegaard

(AHUS), Roar Bavre-Jensen (Vestre Viken), Anita Kanestrom

(Kalnes, ref.gr), Hans-Johnny Schjelderup Nilsen (Fiirst), Kjersti

Wik Larssen (St.Olavs, ref.gr), Trine Labee-Lund (FHI), Stéle

Tofteland (SSHF), Christine Jonassen (FHI), Gorm Hansen (OUS),

Tore Lier (UNN), Marjolein Damen (Innlandet), Fredrik Miiller

(OUS, meteleder og AU), Anne Torunn Mengshoel (FHI,

moteleder og leder av AU), Sandra Asheim (NLSH, AU og

referent)

Ingen deltagere pa Teams.

Deltok ikke pd metet: Haukeland, Ferde, Levanger og Molde
6/25: Det ble 1 forrige moate bestemt at det skal opprettes en nasjonal Andre
Oppfoelging sak [arbeidsgruppe for harmonisering av rapportering fra ulike Ingebretsen,
17/2024 mikrobiologiske metoder. Mandat blir gjennomgatt. OUS
I[dentifikasjon
bakterier og Det er satt sammen en landsdekkende gruppe som presenteres.
sopp: Lege og bioingenier er lokalisert pad samme steder mtp & dra veksel
harmonisering [pa hverandre. Gruppen jobber pa nasjonalt niva. Videreforing av
av rapportering [arbeid gjort pd OUS. Det ses pé differensiering av data /
fra ulike identifikasjon som gis ut til kliniker og hva som mikrobiologen
metoder beholder selv. Forslag om & gé bort fra & svare ut artskompleks hvis

mulig samt forslag om & ga bort fra Lancefield gruppering av
streptokokker. Introduksjon av nye navn med standardkommentar
inkludert gammelt navn. Det er et komplekst arbeid som avhenger
av mange databaser.

Fremdriftsplan til neste ar blir presentert. For kommunikasjon er
det onskelig med en nettside liknende den AFA har. Det trenges

midler til dette. Webinar og rapporter om viktigste forandringer i
bakteriell/sopp taksonomi vurderes.
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Spersmél/kommentarer:

Er det tenkt pa dette med artskompleksitet? Skal det besvares med
komplekser for a unngéd at samme pasient far ulike svar pa mikrobe
som inngar i samme kompleks? Vi ma diskutere dette mer
inngaende om vi skal bruke artskompleksitet eller ikke. Det er
viktig at klinisk svarrapportering forstas av kliniker. Det vurderes a
beholde riktig info pa mikrobiologiske svar der man svarer ut
artsnavn artsavhengig.

Vi ma bli enige i Norge og forholde oss til samme utsvaring.
Mange klinikere dropper «kompleks» nér de skriver i
asientjournalen. Kliniker ber veere med i arbeidsgruppen.
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