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Enterokokker

e Gram+, del av normalfloraen i tarmen
— typisk < 1% av tarmmikrobiota hos
mennesker
e Species som hovedsakelig forarsaker infeksjon
— E. faecalis > E. faecium

e Viktig sykehuspatogen siste tiarene

— Overlever i ekstreme miljg
e pH, salt, temperaturer, kjemiske desinfeksjonsmidler
e FE. faecium overlever >90 dager pa sykehus tgy og plastikk
e FE. faecium kultur > 4 ar uttgrket i dyrkningskolbe

— l|boende resistent mot mange antimikrobielle midler

e Cefalosporiner, sulfonamider, linkosamider, B-lactamer, lavgradige niva av
aminoglykosider og quinopristin-dalfopristin (E. faecalis)

— Erverver lett nye resistensdeterminanter
— Suksessfulle kloner har akkumulert virulensfaktorer



Resistens E. faecalis versus E. faecium 2023
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E. faecium suksessfulle hgyrisiko kloner (A1)
sykehuskloner

e Genomer > 25% st@rre enn
Figur Fylogenetisk tre hos kommensale isolater

fra Lebreton 2013 e Akkumulert

— resistens gener
— virulens gener

— mobile genetiske elementer



Vankomycinresistens: Endret target -
darligere binding av glykopeptid
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AFA/NordicAST kliniske brytningspunkter enterokokker:

Vankomycin MICR >4 mg/L Sonediameter R < 12 (Efs og Efm)/15 mm
Teikoplanin MICR > 2 mg/L Sonediameter R <16 mm



Vankomycinresistente enterokokker
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Antall isolater

VRE i Norge (per helse region)

Vankomycin
variable
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http://www.msis.no/

Norske VRE faecium ST endring over tid
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AL Rubaye et al. 2023 Microb Genom 9:0.001160



VRE deteksjonsmetoder (1)

EUCAST diskdiffusjon med 5 ug vankomycin disk
A B C

A)  Skarp sonekant og sonediameter > 12 mm rapporteres
som fglsom

B-D) Fuzzy/ujevn sonekant eller kolonier innen sonen rapporteres

som resistent selv om sonediameterer >12 mm
NB! Leses av etter 24 timer

http://www.eucast.org.no



VRE deteksjonsmetoder (2)

CLSI vankomycin agar screen

BHI BHI med 6 mg/L vankomycin

Vekst (inkludert sma kolonier eller takevekst) etter 24 timer pa BHI med
vankomycin regnes som positiv/resistent

Metode fra Swenson 1994 JCM 32:1700-4



MIC bestemmelse (1)

MH agar med vankomycin og teikoplanin MIC test strips

f/ o
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Avlesing MIC verdier;
Les av MIC (etter 24 timer) der kanten pa bakterieveksten
(inhiberingsellipsen) krysser strippen



MIC bestemmelse (2)

Broth micro dilution i MH buljong — brgnner med ulike
konsentrasjoner av antibiotika

Vankomycin kons. 0.25 — 32 mg/L,
leses av etter 24 t

Avlesing MIC verdier;
MIC leses som laveste konsentrasjon hvor antibiotika fullstendig
hemmer synlig vekst



Vankomycinresistente enterokokker
(VRE) feno-/genotyper

Resistens Ervervet Iboende
Niva Lav til hgy Moderat Lav
Type VanB MVanP VanG/

Vanl/ VanN
MIC mg/L:
Vankomycin* >4 6-32 2-32
Teikoplanin 0,5-64 0,5 0,5-1
Uttrykk** K/? 1/(K) K/I
Overfgrbar +/? -/+ (VanG&N) § -

Distribusjon

E. faecium
enterokokk
species og

enterokokk
species og

Ulike
enterokokk
species og

E. faecalis/
E. faecium
VanG ogsa i

E. gallinarum
og E.
casseliflavus

S. aureus ikke- ikke- ikke-
enterokokk enterokokk  enterokokk
normalflora normalflora/ normalflora

E. faecium

Ervervet
vanCinoen
E. faecalis og
E. faecium

* Kliniske brytningspunkter vankomycinresistens hos enterokokker R > 4 mg/L
** K — konstitutivt, | — induserbart



Problem 1: vanB lavgradig

vankomycinresistens

* Induserbar lavgradig resistens
e MIC ned mot og under brytningspunktet
* Vanskelig a detektere fenotypisk



vanB med lavgradig resistens
— nydannelse av VRE i
pasienten

Bredspektrede
antibiotika +
vankomycin

=

Anaerobe tarm- E. faecium(Efm)
bakterier med vanB uten vanB

&# vanBICE
vanB+ Efm med lav
Kromosom .
O plasmid MIC for vankomycin

Janice et al. 2024 JGAR; Nygaard et al. in manuscript




Palitelighet fenotypiske tester vanB VRE
med lavgradig vankomycinresistens

Palitelig Noe utfordrende Hoy grad av alvorlige feil
Buljongfortynning (BMD) EUCAST disk diffusjon (R kategorisert som S)
e — e — L bedgmme sonekant Gradient strips

krever erfaring

o

Vankomycin agar screen
(BHI -/+ 6 mg/L vankomycin)

\ - T

Basic, Haldorsen et al. 2019. Poster ECCMID, Madrid Spain
EUCAST warning gradient strips



Problem 2: Vankomycin Variable

Enterokokker (VVE)

Har van gener men glykopeptidfglsom fenotype — kan bli

resistent nar eksponert for glykopeptider -> terapisvikt

Hvorfor?
— S fenotype fordi uttrykk av resistensgenene er slatt av
— genetiske endringer kan fgre til uttrykk (R fenotype)

Vanskelig/ikke mulig & detektere med fenotypiske metoder



VVE

e Utbrudd

— Canada 2009-2011 Efm ST18
* Multisenter studie 2015-16 47% fortsatt vanA+ VVE

— Trendelag 2013-2015; 49 caser Efm ST203-CT465
* To initiale caser -> screenet > 15.000 prgver med vanA PCR

* Overfgrt plasmid til E. faecalis
— Kgbenhavn 2016-2017; 4-7% VVE Efm ST1421-CT1134

e Spredt til alle 5 regioner i Danmark og til Fergyene

* Korea: gkt prevalens - 2004 (4,7%) - 2008 (13%)

e Porto Portugal: 98% av VRE Efm er vanA og 4% av disse VVE
e Sporadiske isolater

* @kt mortalitet

e Viktige VRE kloner startet som VVE

* Ulike genetiske mekanismer involvert i variabel resistens



Norsk VVE-S (MIC <2 mg/L) — induserbar
promoter blokkert av IS element

Ej Activator/

phosphorylated VanR

| Bl i

Prghoter
vanH nA vanX vanY vanZ

ISL3

NS

-35 box === -10 box =i

Sivertsen et al. Antimicrob Agents Chemother 2016;60:4119-27



Norske VVE-R (MIC > 256 mg/L) —
blokkering av promoter opphevet

@ Aktivator/

fosforylert VanR Vancc)mycin resistance

Bl
E / Promoter
vanR van$ vanH vanA vanX vanY vanZ

+++

Sivertsen et al. Antimicrob Agents Chemother 2016;60:4119-27



Utfordringer i deteksjon av VVE

5x107 to 5x10° cfu in
blood stream infection

108 cfu/mL in soft
tissue infection

Up to 10*2 cfu/mLin
intestine

5x10° cfu in urinary
tract infection

Bakteriemengder oppnadd
ved infeksjon

MIC test
10*t010° cfus

\‘// 2.5x10°

cfu/well

1x10*
cfu/spot

2x10°
cfu/plate

Bakterieinokulum mengder
ved fenptypisk testing

cl%u-
NN\

10

Inoculation
for MIC test
Conversion
frequency
Bacterial load
in bacteremia

Sammenligning av
mengder med resistens
reversjonsfrekvens



Linezolid virkningsmekanisme

Blokkerer peptidyltransferase senteret (PTC) i ribosomet:

Linezolid

Bakteriostatisk middel for enterokokker
AFA/NordicAST brytningspunkt:
R>4 mg/L
Sonediameter:
R<20 mm



Mekanismer linezolidresistens

Mutasjoner i ribosomet
* Hovedsakelig G2576U mutasjon i
23S rRNA V domenet

e Opptrer ofte etter behandling med
linezolid

e Variabel MIC — avhengig av antall
23S rRNA kopier som har fatt mutasjonen

Overfgrbar ribosomal beskyttelse

optrA, poxtA og poxtA-Ef

 MIC kan veere lavere/rundt
brytningspunktet

Long et al., 2010. AAC 54:4705-13; Takada et al., 2025. Biosci Biotech Biochem zbae201



Palitelighet fenotypiske tester
linezolidresistens

Reference MIC (BMD) Genotype
Method Essential Bias % Categorical CA%
agreement (EA) % agreement (CA) %

EUCAST disk NA NA 87.0 97.8
diffusion (DD)

Etest 99.7 +10.0 90.5 82.9
MIC Test Strips 84.5 +71.0 84.1 98.6
(MTS)

Etest og DD hgyeste CA sammenlignet med BMD referanse MIC
DD og MTS konsistente i 3 detektere stammer med genotypisk linezolidmekanisme



Linezolidresistente enterokokker
E. faecalis
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Linezolidresistente enterokokker og
deres mekanismer i Norge
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Linezolidresistensmekanismer - kobling

mot ST typer og VRE
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Oppsummering

VRE kan vaere vanskelig a pavise fenotypisk
To hovedtyper overfgrbar vankomycinresistens;

°* vanA
Vanligvis hgygradig resistent mot vankomycin og teikoplanin

VVE - van gener som ikke uttrykkes f@r etter genetisk endring

°* vanB
Vankomycin MIC 1 - > 256 mg/L og fglsom for teikoplanin

VRE kan nydannes i pasienten — vanB erverves fra anaerobfloraen i
tarmen = lavgradig resistens rundt/under klinisk brytningspunkt

Linezolidresistens:

 Mutasjoner i ribosomet vanligst hos E. faecium

* Overfgrbar resistens - flere varianter av proteiner som beskytter ribosomet
Gir ofte MIC rundt brytningspunktet
optrA mange steder blitt dominerende i E. faecalis
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