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Supplementary Table S1 RPA/PCR primers retained after screening, and the corresponding analytical detection limit.
	Target gene
	Direction
	Primer sequence
	Detection limit

	Escherichia coli GyrA
	Forward
	5′-ACGCCATGAACGTACTAGGCAAT-3′
	1,000 copies

	
	Reverse
	5′-GAGATCGGCCATCAGTTCATGGGCAAT-3′
	

	Escherichia coli ParC
	Forward
	5′-TCTGAACTGGGCCTGAATGC-3′
	10,000 copies

	
	Reverse
	5′-TAAGAGAACGGTTGCGCCAT-3′
	

	Escherichia coli ParE
	Forward
	5′-CGCAGGACCTTAACCGTACCGAGC-3′
	1,000 copies

	
	Reverse
	5′-CAGCGTGGCAATGTGCAGAC-3′
	

	Klebsiella pneumoniae GyrA
	Forward
	5′-TGACGTAATCGGTAAATACCACCCGC-3′
	100 copies

	
	Reverse
	5′-AGTCGCCGTCGATGGAACCA-3′
	

	Klebsiella pneumoniae ParC
	Forward
	5′-GAAATTCAAAAAGTCCGCCCGCACCGTCG-3′
	1 copy

	
	Reverse
	5′-ACTTCGACAGGCGGGATTCGGTGTAAC-3′
	

	Proteus mirabilis GyrA
	Forward
	5′-GAGTGCTATTTGCGATGAATGTACTGG-3′
	1,000 copies

	
	Reverse
	5′-CCATCCCAACGGCAATACCTGAAG-3′
	






Supplementary Table S2 crRNAs used for mutant allele detection and their target substitutions.
	crRNA
	Target mutation(s)
	Target sequence, 5′ TTN PAM + 24-nt protospacer (5′→3′)

	E. coli GyrA 1
	S83L + D87N
	TTGGCGGTCTATAACACGATCGTCCGC

	E. coli GyrA 2
	S83L + V85V + D87N
	TTGGCGGTTTATAACACGATCGTCCGC

	E. coli ParC
	S80I (ATC)
	TTCATAACAGGCGATATCGCCGTGCGG

	E. coli ParE
	S458A (GCG)
	TTCCTGCGCAGCCAGCACTTCGTCGGA

	K. pneumoniae ParC 1
	S80I (ATT)
	TTCATAGCAGGCAATGTCGCCGTGCGG

	K. pneumoniae ParC 2
	S80I (ATC)
	TTCATAGCAGGCGATGTCGCCGTGCGG

	P. mirabilis GyrA
	S83I (ATT)
	TTCATAGACAGCAATGTCACCGTGCGG


Sequences are shown on the target strand. The first three nucleotides constitute the 5′ TTN PAM and are not part of the 24-nucleotide crRNA spacer.


Supplementary Table S3 Ciprofloxacin susceptibility, CRISPR detection results and QRDR sequencing for all 137 clinical isolates.
CIP = phenotypic ciprofloxacin susceptibility (R, resistant; S, susceptible). Isolates are listed resistant first, then susceptible, in ascending sample order within each group.
Each assay cell gives the PCR-CRISPR result followed by the RPA-CRISPR result (PCR / RPA). + = positive; − = negative; NA = target could not be amplified; n.a. = not applicable, no crRNA was designed for that gene in that species.
Sequencing entries give the amino-acid substitutions detected. ‘wild’ denotes the unaltered codon; ‘synonymous’ and ‘wild + V85V’ denote isolates carrying only a silent change, which does not alter the encoded protein. The K. pneumoniae gyrA locus was sequenced but not interrogated by CRISPR: a primer set was retained, yet no crRNA satisfying the PAM and mismatch requirements could be designed.
Codon changes underlying each genotype. E. coli gyrA: S83L, TCG→TTG; V85V, GTC→GTT (synonymous); D87N, GAC→AAC. E. coli parC: S80I, AGC→ATC or AGC→ATT; S80 synonymous, AGC→AGT. E. coli parE: S458A, TCG→GCG. K. pneumoniae gyrA: S83I, TCC→ATC. K. pneumoniae parC: S80I, AGC→ATT or AGC→ATC. P. mirabilis gyrA: S83I, AGT→ATT; S83R, AGT→AGA; S83 synonymous, AGT→AGC.

	Escherichia coli   (n = 38)

	Sample
	CIP
	GyrA crRNA 1
(S83L + D87N)
	GyrA crRNA 2
(S83L + V85V + D87N)
	GyrA sequencing
	—
	ParC crRNA
(S80I, ATC)
	ParC sequencing
	ParE crRNA
(S458A, GCG)
	ParE sequencing

	2
	R
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	3
	R
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	− / −
	S80I (ATT)
	− / −
	S458 wild

	10
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	11
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	12
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	18
	R
	− / +
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	22
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	29
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / −
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	32
	R
	− / +
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	− / −
	S80I (ATT)
	− / −
	S458 wild

	33
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	39
	R
	+ / −
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	41
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	44
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	49
	R
	+ / +
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	− / −
	S80I (ATT)
	− / −
	S458 wild

	50
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	51
	R
	+ / +
	− / −
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	52
	R
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80I (ATC)
	− / −
	S458 wild

	59
	R
	− / +
	+ / +
	S83L + V85V + D87N
	n.a.
	+ / +
	S80I (ATC)
	+ / +
	S458A (GCG)

	1
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	4
	S
	NA
	NA
	not amplifiable
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	5
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	9
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	13
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	19
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	20
	S
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	26
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	28
	S
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	34
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	45
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	46
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	47
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	53
	S
	+ / +
	− / −
	S83L
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	56
	S
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	60
	S
	− / −
	+ / +
	S83L + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	61
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	62
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	63
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild + V85V
	n.a.
	− / −
	S80 synonymous
	− / −
	S458 wild

	98
	S
	− / −
	− / −
	S83 wild
	n.a.
	− / −
	S80 wild
	− / −
	S458 wild

	Klebsiella pneumoniae   (n = 48)

	Sample
	CIP
	—
	—
	GyrA sequencing
	ParC crRNA 1
(S80I, ATT)
	ParC crRNA 2
(S80I, ATC)
	ParC sequencing
	—
	—

	6
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	16
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	17
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	21
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	− / −
	+ / +
	S80I (ATC)
	n.a.
	n.a.

	31
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	− / −
	+ / +
	S80I (ATC)
	n.a.
	n.a.

	37
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	38
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	54
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	72
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	75
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	89
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	91
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	103
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	− / −
	+ / +
	S80I (ATC)
	n.a.
	n.a.

	110
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	− / −
	+ / −
	S80I (ATC)
	n.a.
	n.a.

	112
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	114
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	119
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	+ / +
	− / −
	S80I (ATT)
	n.a.
	n.a.

	120
	R
	n.a.
	n.a.
	S83I
	− / −
	+ / −
	S80I (ATC)
	n.a.
	n.a.

	124
	R
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	25
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	27
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	36
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	42
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	58
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	64
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	66
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	67
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	68
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	70
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	71
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	73
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	76
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	82
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	86
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	87
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	88
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	90
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	92
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	105
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	108
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	109
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	116
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	122
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	123
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	125
	S
	n.a.
	n.a.
	not amplifiable
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	126
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	127
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	128
	S
	n.a.
	n.a.
	S83 wild
	− / −
	− / −
	S80 wild
	n.a.
	n.a.

	Proteus mirabilis   (n = 51)

	Sample
	CIP
	GyrA crRNA
(S83I, ATT)
	—
	GyrA sequencing
	—
	—
	—
	—
	—

	15
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	57
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	74
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	78
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	79
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	83
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	96
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	100
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	101
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	107
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	115
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	130
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	133
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	134
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	137
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	142
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	144
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	145
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	146
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	147
	R
	+ / +
	n.a.
	S83I (ATT)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	148
	R
	− / −
	n.a.
	S83R (AGA)
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	8
	S
	− / −
	n.a.
	S83 synonymous
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	23
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	24
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	43
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	48
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	55
	S
	+ / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	69
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	77
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	80
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	81
	S
	+ / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	84
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	85
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	93
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	94
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	95
	S
	+ / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	97
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	99
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	111
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	113
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	117
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	118
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	121
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	131
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	132
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	135
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	136
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	138
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	139
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	140
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.

	141
	S
	− / −
	n.a.
	S83 wild
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.
	n.a.



