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Om publikationen

Dessa nationella rekommendationer for prioritering av ehec-isolering har tagits
fram i samarbete med representanter fran de regionala kliniska mikrobiologiska
laboratorierna och smittskyddsenheterna for en likriktad och dndamalsenlig
hantering av ehec i landet. Rekommendationerna syftar till att anvénda tillgdngliga
resurser pa bésta sitt samtidigt som ett effektivt smittskydd bibehalls och riktar sig
till medarbetare vid kliniska mikrobiologiska laboratorier och smittskyddsenheter.

Dokumenthistorik: Prioriteringskriterierna diskuterades vid dialogméte 2024-02-
09. Remissversion skickades ut 2024-04-03.

Kontaktperson: Inga Froding, utredare, Enheten for laborativ
bakteriedvervakning.

Sara Byfors
Avdelningschef, Avdelningen for mikrobiologi
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Bakgrund

Forbéttrad diagnostik och inkludering av ehec i allmén bakteriell fecesdiagnostik
med PCR genererar ménga fler positiva ehec-prover én vad tidigare diagnostik
utford pa riktad fragestéllning gjorde. Detta innebér att allt mer resurser krévs for
att utfora isoleringsforsok pé ehec-positiva prover. Samtidigt &r en omfattande
isolering av ehec av stor vikt for ett effektivt smittskydd, inklusive smittsparning
och kunskapsuppbyggnad. Tidig information om stx1/stx2 &r viktigt for
smittskyddsarbete och for att bedoma risk for HUS. Det dr dérfor viktigt att
sarskiljning av stx1 och stx2 utfors skyndsamt pé alla stx-positiva prover, om det
inte automatiskt ingar i priméardiagnostiken.

For en likriktad och d&ndamalsenlig hantering i landet har nationella
rekommendationer for prioritering av isolering av ehec tagits fram i samarbete med
representanter fran de regionala kliniska mikrobiologiska laboratorierna och
smittskyddsenheterna. Rekommendationerna syftar till att anvanda tillgéngliga
resurser pa bésta sitt samtidigt som ett effektivt smittskydd bibehalls.



Rekommendationer for prioritering av
isoleringsforsok

I de fall ett laboratorium inte har moéjlighet att utfora isoleringsforsok pa samtliga
stx-positiva prover som omfattas av det nationella mikrobiella
overvakningsprogrammet for ehec, bor prioriteringskriterierna i detta dokument
anvéndas.

e Rekommendationerna ar applicerbara nér ehec-diagnostik ingar i allmén
bakteriell fecesdiagnostik. Om ehec-diagnostik ddremot endast utfors pa
patienter med riktad fragestéllning om ehec bor isoleringsforsok utforas pé alla
stx-positiva prov.

o Isoleringsforsok bor atminstone utforas pa prover fran nedanstaende
patientgrupper, se “Kriterier for isoleringsforsok”. Regionala behov och
overviganden i1 samrad med smittskyddsenhet kan medfora att vidare
indikationer for isoleringsforsok &n nedanstaende anvénds.

o Kliniska uppgifter for identifiering av allvarlig sjukdom, tas med i
laboratoriets beddmning i mén av tillgénglighet.
Om laboratoriet saknar dessa uppgifter behdver aktivt inhdmtande inte ske fran
laboratoriet och isoleringsforsok behdver inte utforas primaért.

¢ Ehec/stx-positiva patientprover dér isoleringsforsok ej utfors (eller ej lyckas)
bor sparas i kylskap eller som fryst primérsvep 1 minst 30 dagar sa att
isoleringsforsok kan goras pé begiran av smittskydd eller behandlande lékare.
Observera dock att chansen att isoleringsforsoket lyckas minskar dver tid, dar
ehec kan tappa sina stx-kodande mobila genetiska element (MGE) béde in vivo
och in vitro. (1)

Mer information om Mikrobiella och immunologiska Gvervakningsprogram.



https://www.folkhalsomyndigheten.se/mikrobiologi-laboratorieanalyser/mikrobiella-och-immunologiska-overvakningsprogram/

Kriterier for isoleringsforsdk
Forstagdngprov

Forstagangsprov samt uppféljande prov med identiskt PCR-resultat som ej isolerats
tidigare, med foljande indikationer:

Inhemsk smitta/okant smittland/uppgift om smittland saknas

o Samtliga stx2-positiva prov, inklusive stx2+stx1 positiva prov
e Stx-positiva prov med okédnd stx-typ
e Stx1-positiva prov fran:

e Patient med missténkt eller bekridftad HUS

e Barn0-6ar

o Inlagd patient

e Anamnes som talar for allvarlig sjukdom/kolit (feber, blod i avforingen)

Utlandssmitta

o Alla Stx-positiva prov fran:
e Patient med missténkt eller bekraftad HUS
e Barn 0-6 ar
o Inlagd patient

e Anamnes som talar for allvarlig sjukdom/kolit (feber, blod i avforingen)

Efter sarskild begaran fran bestallare/smittskydd/vérdhygien
o Epidemiologisk koppling till gard aktuell for gardsutredning
o Misstankt utbrott

e Annan indikation

Prioritering genom ett troskelvarde

Prioritering genom ett troskelvérde baserat pa Ct-vérden kan vara lampligt och
rimligt om stamisolering sillan lyckas vid svaga PCR-resultat. Om en Ct-grins
anvénds &r det viktigt att ta hdnsyn till eventuella skillnader i PCR-metoder och
analysfloden mellan laboratorier inom regionen. Vid missténkt eller bekrdftad HUS
bor dock isoleringsforsok utforas oavsett Ct-vérde da isolering dr extra viktigt vid
denna diagnos.

Ovriga aspekter

Laboratorier som utfor primérdiagnostik for ehec, men inte sjélva utfor isolering av
ehec bor skicka prover som uppfyller ovanstaende kriterier till annat laboratorium
for isolering.



Vid misslyckat isoleringsforsok pa prover fran patienter med HUS bistar
Folkhilsomyndigheten med stod och vid behov extra isoleringsforsok. I dessa fall
kontaktas Folkhélsomyndigheten via kundtjénst mikrobiologi 010-205 24 44,
kundtjanst.mikrobiologen@folkhalsomyndigheten.se, for diskussion innan
originalprover skickas till Folkhidlsomyndigheten.

Tips for optimering av isoleringsforfarande

e Anviéndning av en billig in-house PCR som detekterar toxingenerna stx1, stx2
och stx2f.

e Anvindning av selektiv agar som t.ex. CT-SMAC och/eller CHROMagar
STEC i tilldgg till en icke-selektiv (t.ex. SMAC) kan oka utbytet av vissa
serotyper. Icke selektiv agar maste dock ocksa anviandas eftersom alla
serotyper inte vixer pa selektiva medier.

o Gor utstryket pa primérplattan pa ett sadant sétt att fria kolonier erhalls.

e Om forsta PCR-forsoket blir negativt bor ytterligare kolonier analyseras med
PCR for att identifiera ehec-stammen. D4 dr poolning av flera kolonier (5-10 st
per pool) ett effektivt arbetssétt.

Utforlig beskrivning av den metod som anvinds vid Folkhédlsomyndighetens
laboratorium finns i bilaga 1.

Ytterligare rad for val av primardiagnostik

Vissa diagnostiska kit pavisar inte alla stx-subtyper. Sarskilt stx2f som ar genetiskt
avvikande detekteras ofta inte av kommersiella kit (2). Samtliga stx-subtyper kan
dock medfora HUS (3), och det ar efterstriavansvért att alla stx-subtyper detekteras,
atminstone vid allvarliga fall och HUS. Risken for HUS vid stx2f-bdrande ehec &r
dock ldgre dn vid t.ex. stx2a-birande ehec och i motsvarande nivé som for stx1-
barande ehec. (3)

Om laboratoriets primirdiagnostik inte kan péavisa stx2f-barande ehec ar det darfor
Onskvirt att prov fran patienter med klinisk misstanke om ehec-infektion samt i
synnerhet HUS-fall screenas med en stx2f-riktad PCR.

Kostnadsaspekter

Ehec ér enligt smittskyddslagen klassad som allménfarlig sjukdom och é&r
smittsparningspliktig. I smittskyddslagen (2004:168) och SLIM-
overenskommelsen (4) framgar regionernas ansvar for smittskyddsarbete
respektive Folkhdlsomyndighetens ansvar for nationell 6vervakning.

For ehec innebar detta att regionerna ansvarar for den diagnostik- och isolerings-
kostnad som &r nddvindig ur smittskyddssynpunkt, vilket som miniminiva
inkluderar alla prov som ingar i prioriteringskriterierna som anges ovan. Regionala
Overviaganden och praktiska aspekter kan medfora att isoleringsforsok utfors pa
vidare indikationer. Folkhidlsomyndigheten stéar for typning med



helgenomsekvensering av alla isolat som omfattas av det nationella mikrobiella
overvakningsprogrammet och extra isoleringsforsok vid HUS.
Folkhélsomyndigheten bistar &ven med rad och stdd till de mikrobiologiska
laboratorierna.

Den aktuella prioriteringen av vilka prover som é&r viktigast att utfoéra ehec-
isoleringsforsok pa &r ett sitt att hantera de 6kande kostnader som den dkade
pavisningen av ehec hos milda fall innebér. Prioriteringen innebér en balanserad
avvagning mellan behovet av en bred typning for ett effektivt smittsparningsarbete
och kostnaden for isolering och har tagits fram i samrad mellan
Folkhdlsomyndigheten, smittskyddsenheter och kliniska mikrobiologiska
laboratorier. Kostnaden for isolering kan ocksé héllas relativt lag om ovanstdende
tips for isoleringsforfarande foljs.

Ovrigt
Om ett laboratorium utvarderar och implementerar troskelvarde baserat pa Ct-
vérden for selektion av prover som isoleringsforsok utfors pé, far man gérna dela

resultat av sddan utvirdering med Folkhilsomyndigheten genom kontaktpersonen
ovan.
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Bilaga 1: Ehec-isolering vid
Folkhalsomyndigheten

Vid isolering av ehec pd Fohm anvénds en in-house PCR som detekterar stx1, stx2,
stx2f och eae 1 kombination med odling pé selektiva plattor. Tillvigagangssitt:

e QOdling av prov pd SMAC, CT-SMAC och CHROMagar STEC. Utstryket gors
pa ett sadant sétt att fria kolonier kan identifieras.

e Frin SMAC-plattan gors ett s.k. ”storkok™, dvs. ett svep med 10uL 6gla frén
primérstryket som slammas i SmL PBS och kokas i minst 20 min i 100°C.
Roret centrifugeras och PCR kors pa supernatanten.

e Franvaro av toxingener i storkoket innebér att provet inte innehaller
ehec och inget isoleringsforsok gors.

e Nérvaro av toxingener i storkoket innebér att provet innehéller ehec och
isoleringsforsok paborjas.
e Avldsning av kolonimorfologi: Observera fiarg pé kolonierna vid avlésningen

av plattorna.

e Bileka kolonier pa SMAC platta dr sorbitolnegativa, bl.a. ehec O157:H7.
Sorbitolfermenterande bakterier vaxer med rosa/réda kolonier (6vriga
serotyper).

e Pa CT-SMAC vixer ehec O157 med bleka/farglosa kolonier medan
ovriga ehec/E. coli vixer med rosa kolonier.

e Pa CHROMagar STEC vixer Stx-producerande E. coli med lila-bruna
kolonier medan 6vriga Enterobacterales hdmmas eller vixer med bla
eller ofdargade kolonier. Se bild pA CHROMagar STEC.

o Utifran morfologin pa plattorna avgors hur vi gar vidare.

o Fria kolonier fran valda plattor tas/plockas med 1uL 6gla, slammas i 100uL
PBS, kokas i 12 min i 98°C. Mirk tydligt pa plattan vilka kolonier som
plockats (om halv koloni plockas). Alternativt plockas en hel koloni och
renstryks pa en ny agarplatta varefter samma 6gla slammas i 100 uL PBS.
Foretradesvis plockas ca 5 kolonier fran vardera CT-SMAC och CHROMagar
STEC.

e Om forsta forsoket, enligt punkt 5, blir negativt kan man behdva undersoka
ytterligare fria kolonier. Da kan man poola ihop flera kolonier (t.ex. 5-10 st) i
samma koklysat for att kora realtids-PCR pa. Fér den PCR-pool som blir
positiv far man sedan dela upp och kora kolonierna var for sig i PCR for att
hitta “ratt”.

Om ingen véxt finns pa de selektiva plattorna plockas fria kolonier frain SMAC.
Ténk pé att plattan inte &r selektiv och dérfor behdver flera kolonier plockas.
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https://www.chromagar.com/product/chromagar-stec/

Den hér publikationen innehdller rekommendationer for prioritering av ehec-isolering och riktar
sig till dig som arbetar vid kliniska mikrobiologiska laboratorier och smittskyddsenheter.

Folkhadlsomyndigheten ar en nationell kunskapsmyndighet som arbetar for en battre folkhalsa.
Det gér myndigheten genom att utveckla och stédja samhéllets arbete med att framja halsa,

férebygga ohalsa och skydda mot hélsohot. Var vision ar en folkhdlsa som stdrker samhallets
utveckling
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Folkhdlsomyndigheten
Solna Nobels vég 18, 171 82 Solna. Ostersund Campusvigen 20. Box 505, 831 26 Ostersund.

www.folkhalsomyndigheten.se
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