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Abstract

Background: Antibiotic resistance is an escalating threat to the global health.
Since the introduction of penicillin approximately 70 years ago, the development of
resistance has increased along with the use of antibiotics. Proper use of these drugs
is therefore crucial. It is particularly important to focus on the beta-lactams, the most
commonly used antibiotic group in the world, that Gram-negative bacteria from the
Enterobacteriaceae family have developed extended spectrum beta-lactamases
(ESBL) towards.

Purpose: The main goal of this thesis was to investigate the presence of Gram-
negative bacteria with clinically significant genes encoding ESBLamand ESBLcarsa in
water samples from NMBU campus. An investigation of such bacteria and genes can
give a further insight into their origin. Differences and similarities between detected
genes in the water samples and genes that have been isolated from animals and
humans in Norway were studied, as well as their dissemination mechanisms.

Methods: Three water samples were collected from NMBU campus during the
spring 2018 and filtered. The filters were transferred to selective medias for detection
of ESBL and carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (Brilliance™ ESBL and
Brilliance™ CRE Agar). Brilliance™ MRSA2 Agar was also used to look for MRSA.
Genotypic methods included amplification and separation of DNA with PCR (multiplex
and singleplex) and gel electrophoresis, as well as Sanger sequencing (16S rRNA and
resistant genes) and whole genome sequencing (MinlON). Molecular methods were
used to confirm or debunk phenotypical findings, as well as to examine which genes
and bacteria that were in the samples.

Results: Cultivated water samples on selective agars grew on 5 and 6 media
that respectively selected for ESBL and carbapenem-resistant Enterobacteriaceae.
PCR, gel electrophoresis and Sanger sequencing, detected blacmy from ESBLw.c, as
well as blatem and blacTtx-v-15 from ESBLa. Genotypic analyses also detected the
bacteria Escherichia coli, which may occur in water by fecal contamination.

Conclusion: There are ESBL-producing Gram-negative bacteria in the Niagara
stream from proven findings in this thesis. The results are unsettling since Norway is
considered to have a low prevalence of resistance genes. This study has indicated the
importance of further research on ESBLam and ESBLcarea in the Norwegian

environment to prevent further spread of resistant genes.
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Sammendrag

Bakgrunn: Antibiotikaresistens er en eskalerende trussel mot den globale
helsen. Siden introduksjonen av penicillin for ca 70 ar siden, har resistensutviklingen
steget parallelt med bruken av antibiotika. En forsvarlig bruk av legemiddelet er derfor
avgjerende. Det er saerdeles viktig a rette fokus mot betalaktamer, den hyppigst brukte
antibiotikagruppen i verden, som flere Gram-negative (G") bakterier fra familien
Enterobacteriaceae har utviklet ekstenderte spektrum betalaktamaser (ESBL) mot.

Hensikt: Hovedformalet med denne oppgaven var & undersgke forekomsten av
G- bakterier med klinisk signifikante gener som koder for ESBLam 0g ESBLkarsA i
vannprgver fra NMBU campus. En granskning av slike bakterier og gener kan gi en
ytterligere innsikt i deres opphav. Det ble studert ulikheter og likheter mellom detekterte
gener i vannprgvene og gener isolert fra ville dyr, produksjonsdyr og mennesker i
Norge, samt deres spredningsmekanismer.

Metode: Tre vannprgver ble hentet inn fra Andedammen og Niagarabekken
varsemesteret 2018 og filtrert. Filtrene ble overfart til selektive skaler for detektering
av ESBL og karbapenem-resistente Enterobacteriaceae (Brilliance™ ESBL og
Brilliance™ CRE Agar). Brilliance™ MRSA2 Agar ble ogsa brukt for & finne MRSA.
Genotypiske metoder inkluderte amplifisering og separering av DNA med henholdsvis
PCR (multipleks og singelpleks) og agarosegelelektroforese, samt Sanger-
sekvensering (16S rRNA og resistengener) og helgenomsekvensering (MinlON).
Molekylzere metoder ble benyttet for a bekrefte eller avkrefte fenotypiske funn, samt
undersgke hvilke gener og bakterier som var i pravene.

Resultater: Rendyrkede kolonier pa selektive medier viste vekst pa fem og seks
skaler som henholdsvis selekterte for ESBL og karbapenem-resistente
Enterobacteriaceae. Ved bruk av de molekyleere metodene PCR, gelelektroforese og
Sanger-sekvensering ble blacuy fra ESBLu.c, samt blatem og blacTx-m-15 fra ESBLA
pavist. Genotypiske analyser viste ogsa positive funn av bakteriene Escherichia coli,
som kan forekomme i vann ved fekal forurensning.

Konklusjon: Det eksisterer ESBL-produserende G- bakterier i Niagarabekken
ut ifra positive funn. Resultatene er foruroligende tatt i betraktning av at Norge anses
for & ha en lav prevalens av resistensgener. Denne studien indikerer viktigheten av
videre forskning pa ESBLam 0g ESBLkarsa i miljget i Norge, for & unnga en ytterligere

spredning av resistente gener.

III



Forkortelser

1GC
2GC
3GC
AR
ARB
ARG
AVMP
bla

bp
CTX-M
DDD
ddNTP
DNA
dNTP
EAEC
EDTA
ESBL

ESBLA
ESBLkarRBA

ESBLwm
EU

G*

G
HGO
IMP
KPC
KPE
KRE/CRE
MGE
MIK

Farstegenerasjons cefalosporiner

Andregenerasjons cefalosporiner

Tredjegenerasjons cefalosporiner

Antibiotikaresistens

Antibiotikaresistente bakterier

Antibiotikaresistente gener

Antibakterielle veteringermedisinske produkter

Gener som koder for betalaktamaser

Basepar

Cefotaksimase Mtiinich (ESBLA)

Definerte daglige doser

Dideoksynukleotid

Deoksyribonukleinsyre

Deoksynukleotid

Enteroaggregative Escherichia coli

Etylen Diamin Tetra Acetat

Ekstenderte spektrum betalaktamaser / betalaktamaser med utvidet
spektrum

Ambler klasse A ESBL

ESBL med hydrolytisk aktivitet mot karbapenemantibiotika (oppdelt i
klasse A, B og D)

Miscellaneous ESBL (oppdelt i klasse C og D)
Europeiske Union

Gram-positiv

Gram-negativ

Horisontal genoverfgring

Impenemase (ESBLkarsA-B)

Klebsiella pneumonae karbapenemaser (ESBLkargA-A)
Karbapenemase-produserende Enterobacteriaceae
Karbapenemresistent Enterobacteriaceae

Mobile genelementer

Minimum inhiberende konsentrasjon (lavest hemmende konsentrasjon)
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MR Multiresistent

MRSA Meticillinresistent Staphylococcus aureus

MSIS Meldingssystem for smittsomme sykdommer

NCBI National Center for Biotechnology Information Search database
NDM New Dehli Metallo-betalaktamase (ESBLkarea klasse B)

NMBU Norges miljg- og biovitenskapelige universitet

NORM Norges overvakningssystem for antibiotikaresistens hos mikrober
NORM-VET NORM - Veteringer

OXA Oxacillinace (ESBLm-p 0og ESBLkaRBA-D)

pAmpC plasmid Ampicillinace C (ESBLwu-c)

PBP Penicillin-bindende proteiner

PCR Polymerase chain reaction

PCU Per population correction unit

rRNA Ribosomal ribonukleinsyre

SHV Sulfhydryl-variabel betalaktamase (ESBLa)

TAE Tris-acetat-EDTA (buffer)

TEM Temoineira betalaktamase (ESBLA)

VIM Verona Integronkodet Metallo-betalaktamase (ESBLkarea klasse B)
WHO World health organization / verdens helseorganisasjon
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1.0 Introduksjon

Resistens mot antibiotika er angivelig verdens stgrste helsetrussel, da antibiotika
utgjer noen av grunnpilarene innenfor moderne medisin
. Legemiddelet er viktig a bruke ved tilfeller hvor noen f.eks. har padratt
seg en bakterieinfeksjon pa grunn av en ulykke. For a unnga infeksjoner ved en
operasjon eller ved tilfeller hvor immunforsvaret er svakt hos kreftpasienter er
antibiotika viktig. Som situasjonen er na, forarsaker antibiotikaresistens (AR) ca.
700 000 dgdsfall arlig pa verdensbasis
Innen 2050 vil tallet muligens stige til ti millioner, og dermed ta flere liv enn hva kreft
gjer. AR innebaerer at bakterier har redusert fglsomhet for antibiotika
Arsaken til dette kan vaere endringer i bakteriens genom, sakalte mutasjoner, som gir
uttrykk for resistens. Slike egenskaper kan viderefgres til neste generasjon. Resistente
egenskaper kan ogsa overfgres fra en bakterie til en annen via horisontal
genoverfgring (HGO). Trusselen er en nasjonal og internasjonal utfordring for
folkehelsen som har vokst seg sterkere i flere tiar. Dette skyldes farst og fremst et hgyt
og feil bruk av antibiotika hos mennesker og dyr
En infeksjon som har oppstatt pa grunn av AR bakterier (ARB) er sveert
utfordrende eller helt umulig & behandle, og kan gi alvorlige konsekvenser, i verste fall
dad . Bakterier som produserer betalaktamaser med
utvidet spektrum (ESBL) har blitt til en stor global utfordring i dag
. Et eksempel pa en slik bakterie er multiresistente (MR) patogene Escherichia
coli fra familien Enterobacteriaceae . Den kan forarsake
infeksjoner pa sykehus eller i samfunnet. ESBL kan hydrolysere og inaktivere
betalaktamer, som penicilliner, cefalosporiner, og noen karbapenemer
. Betalaktamer er den mest brukte
antibiotikagruppen pa verdensbasis. Gener som koder for ESBL er ofte plassert
sammen med resistensgener som koder for andre antibiotika, og de sitter ofte pa
mobile genetiske elementer. Dette kan ofte fgre til motstandsdyktighet mot andre
antibiotika, sakalt koseleksjon, og gi et godt grunnlag for resistensspredning.

Meticillinresistente  Staphylococcus aureus (MRSA) er en annen spesielt



bekymringsfull resistent bakterie, da den ogsa er motstandsdyktig mot betalaktamer
og sveert utbredt
Selv om AR ikke er et utbredt problem i Norge na, kan det bli det i fremtiden
. Norge er strenge nar det kommer til antibiotikabruk, men
det hindrer ikke ARB fra a stige i antall. @kt import av utenlandske matvarer, fér og
produksjonsdyr, gjadsling, trekkfugler, samt flere mennesker som reiser kan bringe AR
gener (ARG) over landegrenser. Norges miljg- og biovitenskapelige universitet
(NMBU) er et hgyst internasjonalt universitet. Flere som studerer der drar pa
utveksling, og studenter fra andre nasjoner kommer til universitetet. NMBU er et
tidligere landbruksuniversitet, noe som reflekteres i de landlige naturomgivelsene med
store jordbruksarealer, og As gard ligger et steinkast unna campus. Disse faktorene,
samt flere andre, kan skape gunstige forhold for spredning og oppformering av ARG.
Hensikten med denne masteroppgaven var a undersgke forekomsten av klinisk
relevante ESBLam - 0g ESBLkarsa -produserende G- bakterier i vann fra Andedammen
og Niagarabekken pa NMBU campus. Flere studier pa utbredelsen av ESBL og AR i
helsesektoren i Norge har vaert giennomfart, men fa pa utbredelsen i miljget. Noen av
de studiene som eksisterer har blitt sammenliknet med funn i denne studien. For a
finne ut av om bakterier fra innhentede prgver uttrykte egenskaper for ESBL-resistens,
inkludert karbapenemaser, ble fenotypiske dyrkningsmetoder brukt. Dette er selektive
kromogene medier fortrinnsvis ment for ESBL-produserende G- bakterier. Pafalgende
genotypiske metoder ble benyttet for & se etter gener som koder for typiske ESBL. De
ble giennomfart ved a farst ekstrahere DNA fra bakterier hentet ut av rendyrkede
bakteriekolonier pa dyrkningsmedier. Deretter ble DNA-templatene amplifisert ved
multipleks PCR, samt visualisert med agarosegelelektroforese og fotografert under
UV-lys. Multipleksene inneholdt primere komplimentaere til vanlige ESBL-gener i
Enterobacteriaceae. Slike gener inkluderer bl.a. blasnv, blatem, blactx-m, blacmy som
koder for ESBLam, 0g blanpwm, blakec, blaive, blaviv, blaoxa-as som koder for ESBLkaRrBA.
Videre ble DNA-templatene Sanger-sekvensert for & bestemme bakterieidentitet (16S
rRNA) og bekrefte eller avkrefte funn av resistensgener ved PCR. En
helgenomsekvensering (MinlON) skulle ogsa gjennomfgres til slutt. Min motivasjon for
a jobbe med denne oppgaven er en interesse for mikrobiologi og molekylaerbiologi.
Arbeidet med emnet har veert basert pa et behov for a bidra til en kunnskapsformidling

om faren som klinisk viktige ESBL-resistente bakterier utgjgr for mennesker.



2.0 Bakgrunn
2.1 Antibiotika

Kombinasjonen av de greske ordene anti og bios, som utgjar ordet antibiotika, betyr
henholdsvis imot og liv . Mikroorganismer kan naturlig
produsere organiske stoffer som har toksisk virkning pa andre mikroorganismer.
Toksinene kan fungere som en slags beskyttelsesmekanisme ved a utkonkurrere
utfordrere. Antibiotika er et eksempel pa et slikt biologisk stoff, og et viktig legemiddel
ved bekjempelse av bakterieinfeksjoner. Antibakterielle stoffer kan ha en baktericid
(bakteriedrepende) eller bakteriostatisk (bakteriechemmende) effekt ved hjelp av flere
ulike virkningsmekanismer

Andre verdenskrig medfgrte store lidelser for tusenvis av soldater som fikk
alvorlige infeksjoner og skuddsar . Forskeren Alexander
Fleming hadde noen ar tidligere oppdaget penicillin ved en tilfeldighet, grunnet
hemmesoner pa en skal han hadde glemt & rydde vekk. Bedrifter fra
legemiddelindustrien var skeptiske til bruken av antibiotikumet, siden det var et nytt og
ukjent legemiddel. Fleming, samt to andre forskere, fikk likevel engasjert et senter som
studerte muggsopp til & samle inn mugne naeringsmidler fra folk i samfunnet. Det de
kalte for «det medisinske mirakelet» begynte med mugg fra en cantaloupe-melon. Fra
den melonen klarte de & utvinne flere tusen enheter penicillin per milliliter, og kurere
flere av de hjelpetrengende soldatene. | tillegg ble dette starten pa en total endring av
helsevesenet, og en del av grunnlaget for moderne medisin. Lungebetennelse,
tuberkulose, urinveisinfeksjoner, sepsis og hjernehinnebetennelse ble til infeksjoner
det ikke lenger var grunn til & vaere bekymret for. Penicillin fra dagens apotek stammer
fra den cantaloupe-melonen.

Etter at penicillin ble oppdaget, ble det funnet flere ulike varianter av antibiotika.
Utviklingen har imidlertid stagnert de siste 30-40 arene

. Ingen nye klasser av antibiotika har blitt funnet

siden 70-tallet. Dette skyldes at forskning pa nye typer antibiotika er tidkrevende, ikke
spesielt Ilgnnsomt, og begrenset av et system med mange reguleringer.
Legemiddelindustrien har prioritert andre legemidler som gir stagrre gkonomisk utbytte,

som f.eks. kreftmedisiner. Antibiotikakurer varer som regel over korte perioder, og er



derfor mindre lannsomt a forske pa enn andre medisiner som tas over lengre tid. Den
gkende resistensutviklingen mot de eksisterende variantene av antibiotika fgrer ogsa
til en uenighet omkring hvilke virkningsmekanismer hos antibiotikumet det bar
fokuseres pa. Innskrenkningen i alternativene til behandlinger blir bare sterre og starre.

Ved kjent bakterietype, er det mer hensiktsmessig & benytte smalspektret
antibiotika . Da virker medisinen pa spesifikke bakterier, som
f.eks. kun én familietype. Er malet derimot flere bakterier som f.eks. bade Gram-
positive (G*) og G- bakterier, eller en ukjent bakterie, kan bredspektret antibiotika
brukes. Forskning tilsier derimot at antibiotika med slike egenskaper har veert en stor
bidragsyter til utviklingen av resistens . Hvorvidt en bakterie er G- eller
G* har med celleveggen a gjore . Mengden peptidoglykan er
mindre i celleveggen hos G- enn G* bakterier. | tillegg har de G~ en ytre membran
bestaende av lipopolysakkarider og proteiner som fungerer som et beskyttende lag.
Bakterier skilles ofte etter hvorvidt de er G eller G*. Denne inndelingen pavirker ogsa

valg av antibiotika og legemiddelets virkningsmekanismer.

2.1.1. Virkemater for antibiotika

Som legemiddel ma antibiotika ha en tilstrekkelig toksisk effekt pa bakterien, men
pafgre minst mulig skade pa pasienten . Et vanlig mal for medisinen er a
angripe bakteriecelleveggen, som er essensiell for at bakterier overlever

. Celler hos mennesker og dyr er ikke omkranset av en cellevegg, bare
en cellemembran, og pasienters celler blir derfor ikke affisert av en antibiotikatype med
cellevegg som angrepspunkt. Typisk for baktericide antibiotika er at de angriper viktige
funksjoner og strukturer i cellen, som arvestoffet og celleveggen

. Mens bakteriostatiske antibiotikum hindrer spredning av bakteriecellene, ved a
affisere proteinsyntesen. Betalaktamer, aminoglykosider, og quinoloner er vanlige
baktericide antibiotika, mens hyppig brukte bakteriostatiske antibiotika er makrolider,
telitromyciner, sulfonamider og tetrasykliner.

Det finnes flere angrepspunkter for antibiotika pa og i bakterier, og de kan
vanligvis gjennomfagres pa fem ulike vis: Inhibering av celleveggens oppbygning,
forstyrrelse av funksjonen til cellemembranen, inhibering av proteinsyntesen,
inhibering av produksjonen av nukleinsyrer (DNA og RNA) og hemming av

folsyreproduksjonen . Ved en inhibering av celleveggens oppbygning



hemmes peptidoglykansyntesen, og derved oppbyggingen av celleveggen, som farer
til edeleggelse av cellemembranen og celledgd. Eksempler pa antibiotika som hemmer
syntese av celleveggen er bacitracin, vancomycin, og betalaktamer. Huvis
translasjonen derimot hemmes ved at antibiotika binder seg til ribosomer, produseres
det ingen proteiner, f.eks. enzymer, som kan veere livsviktige for bakterier. Eksempler
pa antibiotika som inhiberer proteinsyntesen er kloramfenikol, erytromyciner, og
tetrasykliner. Inhibering av nukleinsyresyntesen (replikasjon og transkripsjon)
gjennomfares derimot av kinoloner og rifampin. Videre kan cellemembranens funksjon
forstyrres ved at peptidantibiotikum endrer membranpermeabiliteten, og

metabolismeveier kan blokkeres ved hemming av folsyreproduksjonen.

2.1.2. Betalaktamer

Den mest brukte antibiotika-gruppen i verden ved bakterielle infeksjoner er beta-
laktamer . Utallige derivater av penicillin, samt relaterte beta-
laktamklasser som cefalosporiner og karbapenemer, har blitt utviklet siden Fleming’s
oppdagelse av penicillin. En betalaktam-ring i deres kjemiske struktur er bakgrunnen
for at de heter betalaktamer . Virkematen til betalaktamer er
at de binder seg til penicillinbindende proteiner (PBP), enzymer som er viktige for
syntese av celleveggen hos bade G- og G* bakterier . En slik
binding hemmer dannelse av peptidoglykankryssbindinger, og farer til lysis av cellen

. Den mest bredspektrede av betalaktamene er karbapenemer, og ved
alvorlige infeksjonstilfeller med ESBL-produserende E. coli fungerer karbapenemer
som siste utvei . Flere typer
karbapenemer brukes ved ESBL-infeksjoner, grunnet gkt cefalosporinresistens blant
bakterier fra familien Enterobacteriaceae . Cefalosporiner
deles opp i generasjoner, hvorpa tredje og fjerde generasjon har best effekt pa G
bakterier . Pa verdens helseorganisasjon (WHO)
(2017) sin liste over kritisk viktige antimikrobielle midler av hgyeste prioritet star bl.a.
cefalosporiner (tredje-, fjerde- og femtegenerasjon), mens karbapenemer og
penicilliner er hgyt prioritert. Ifglge en rapport om global resistens av WHO (2014)
oppstar ogsa ofte mekanismer for resistens mot andre antibiotika ved tilfeller med

ESBL-resistens.



2.1.3. Antibiotikaforbruk globalt

2.1.3.1. Utlevering av antibiotika til mennesker
Antibiotika er blant de hyppigst utskrevne legemidlene i verden, men ved halvparten
av tilfellene har det ikke veert n@gdvendig med utlevering av medisinene eller sa har de
veert ineffektive . Det har blitt
estimert at det ble solgt mer enn 70 milliarder doser (en pille eller kapsel) antibiotika
fra apoteker pa verdensbasis i 2010. Da hadde andelen steget med 35 % fra ar 2000
. Bredspektrede penicilliner og cefalosporiner stod for litt
over halvparten av utskrevne antibiotika. Brasil, Russland, India, Kina og Ser-Afrika
bidro til nesten 80 % av gkningen. Bruken av antibiotika er litt mer restriktiv i Europa.
Et Eurobarometer publisert i 2016, viste at siden 2013 har mesteparten av
medlemslandene i EU redusert bruken av antibiotika
Romania, Latvia, Danmark og Nederland opplevde stgrst nedgang. Land som Spania
og ltalia hadde derimot en gkning. Deler av befolkningen med minst utdannelse og

lavest inntekt brukte mest antibiotika.

2.1.3.2. Utlevering av antibiotika til dyr
Det er ikke bare ukritisk bruk av antibiotika blant mennesker, men ogsa hos dyr.
Utlevering av antibakterielle veterinsermedisinske produkter (AVMP) inkluderer
hovedsakelig produksjonsdyr (f.eks. storfe, griser og fjzerkre) og oppdrettsfisker, da de
er de starste dyregruppene som mottar antibiotika . Estimerte
tall fra Van Boeckel et al. (2015) viser at fra 2010-2030 vil bruken av AVMP veere starst
i henholdsvis Kina, USA og Brasil pa verdensbasis. | USA gis ca. 80 % av all antibiotika
til husdyr, hovedsakelig med den hensikt & fa dem til a vokse fortere, forhindre
infeksjoner og gi @kt utbytte . Utlevering av AVMP er stor blant
produksjonsdyr, fordi mesteparten av slike dyr behandles og handteres gruppevis, da
de lever tett sammen . Ved pavisning av ARG i en bestand,
og det er uvisst hvilke dyr som er smittet, kan derfor alle dyrene behandles for a spare
tid og penger. Videre varierer salget av AVMP i Europa fra nasjon til nasjon. | 2010
startet et prosjekt for & samle inn data om bruk av antimikrobielle midler pa dyr i Europa
. | den syvende rapporten ble salg av AVMP fra
30 europeiske land undersgkt. Fokuset var hovedsakelig rettet mot data fra

produksjonsdyr. Rapporten avdekket at salget mellom nasjonene og la mellom 2,9-



434,2 milligram per population correction unit (mg/PCU), med et giennomsnitt pa 135,5
mg/PCU i 2015. Norge la pa bunn, mens Kreta var pa topp her. Spania og ltalia
utleverte ogsa mye antibiotika til dyr, med et salg pa henholdsvis 402 og 322 mg/PCU.
| 2015 solgte Spania i overkant av 3000 tonn AVMP. Salget var stgrst for henholdsvis
tetracycliner (32,8%), penicilliner (25,0%) og sulfonamider (11,8%). Variasjonen i bruk
av AVMP blant landene kan tilskrives ulikheter i dyreproduksjonen og

produksjonssystemene.

2.1.4. Antibiotikaforbruk i Norge

2.1.4.1. Utlevering av antibiotika til mennesker
Antibiotikaforbruket i Norge er lavt, noe som kan skyldes et gunstig forbruksmgnster
. Fra 2006 til 2009 har bruken av antibiotika ligget rundt
20 definerte daglige doser (DDD) / 1000 innbyggere / dggn. Penicilliner stod for den
stgrste andelen av foreskrevne antibiotika i Norge i 2016, etterfulgt av tetracykliner.
Bruken av cefalosporiner, spesielt 1GC og 2GC, samt karbapenemer har blitt redusert
de siste arene, og maijoriteten av antibiotika benyttes utenfor helseinstitusjoner.
Regjeringen har innfart en nasjonal strategi for & senke bruken av antibiotika i Norge
med 30 % ved slutten av 2020, sammenlignet med 2012
. Bruken av antibiotika blant den norske befolkningen ble
redusert med 13 % fra 2012 til 2016, sa malet er i sikte

2.1.4.2. Utlevering av antibiotika til dyr

Som nevnt tidligere utleverer Norge minst antibiotika til matproduserende dyr i Europa.
Kun 10 % av utlevert antibiotika i Norge utleveres til dyr ifglge Veterinzerinstituttet. |
2016 1& bruken av AVMP for behandling av sykdom og bedring av helsen til
matproduserende dyr pa 5852 kg i Norge . Forbruket har
veert relativt jevnt de siste 16 arene, men fra 1995 til 2000 var det en markant nedgang
pa 40 %. Nivaet har veert stabilt siden den gang. Penicillin var den mest brukte AVMP
i 2016. Innen akvakultur er ogsa forbruket av antibiotika lav. Veterinaerinstituttet kan
fortelle at bare 0,5 % av antibiotika i Norge utleveres til oppdrettsfisk. | fjor var mengden
utlevert antibiotika lavere enn pa nesten 40 ar. Dette kan i stor grad skyldes en

vaksinering av oppdrettsfisk som startet pa midten av 90-tallet.



2.2. Antibiotikaresistens

Motstand er en definisjon pa resistens . Hvis en bakterie er AR
betyr det at den innehar spesielle egenskaper som gjgr den motstandsdyktig mot
antibiotika. Bakterien kan derfor fortsette & leve og formere seg fritt, selv om den blir
utsatt for antibiotika . AR er den starste utfordringen
innenfor moderne medisin til dags dato. Ved introduksjon av et nytt antibiotikum, har
resistens stort sett oppstatt etter bare fa ar . Infeksjoner som
har veert enkle & behandle, kan dermed pa nytt bli et problem. Kreftbehandling, fadsler,
transplantasjoner og kirurgiske inngrep vil bli en starre utfordring a gjennomfare i
fremtiden dersom AR blir utbredt i stor skala

Det har veert en diskusjon om hvorvidt AR oppstod far eller etter at antibiotika
ble tatt i bruk som legemiddel . For problemet med resistens kom ikke
bare etter at Fleming oppdaget penicillin ved en tilfeldighet pa laboratoriet pa slutten
av 1920-tallet . AR er et naturlig fenomen som har eksistert i
flere tusen ar . Resistensgener har blitt funnet i f.eks.
permafrost og grotter helt ubergrt av mennesker. Bakterier har pa slike steder med lite
lys og neeringsstoffer fatt god tid til & tilpasse seg og utvikle resistens. Forskjellen frem
til i dag er at bakterier har tilpasset seg hyppigere og i mye stgrre grad. En seleksjon
av ARB blomstrer opp, og utkonkurrerer de sensitive bakteriene. Arsaken kan vaere
nye mobile resistenselementer, et utvidet mangfold av resistens innad hos enkelte
bakteriestammer, og en kombinasjon av resistensgener.

Ukritisk og feil antibiotikabruk hos mennesker og dyr er den viktigste arsaken til
utviklingen av ARB . Deter
ikke ngdvendig a gi antibiotika i sammenhenger hvor immunforsvaret hos en
organisme fint kan kurere sykdommen pa egen hand. Ved behandling av
virusinfeksjoner, som f.eks. forkjglelse, blir det alt for ofte brukt antibiotika som i denne
sammenheng hverken har en smertelindrende eller helende effekt, da antibiotika kun
virker pa bakterier. Som tidligere nevnt, kan bredspektret antibiotika benyttes ved
ukjent bakterietype. Ved slike tilfeller kan derimot den normale bakteriefloraen bli slatt
ut, i tillegg til de patogene bakteriene. Dette kan fare til flere bivirkninger, samt
forarsake en kolonisering av andre uvanlige bakterier som igjen kan vaere vanskelig &
behandle



Mengden utlevert antibiotika bar vaere restriktiv, men allikevel ikke for lav, slik
at kuren ikke blir effektiv nok. Minimum inhiberende konsentrasjon (MIK) er den laveste
konsentrasjonen av et stoff som trengs for 8 hemme bakterievekst
MIK kan brukes for a bestemme hvor mye antibiotika som skal utleveres. Sveaert uheldig
er det nar gamle og svekkede antibiotikamedisiner blir distribuert. Dette kan inntreffe
nar et I-land sender legemidler som er utgatt eller ikke lenger godkjent, til U-land som
kan ha lite antibiotika og mangel pa kunnskap om bruken
Mennesker fra U-landene, som bare falger anvisningen pa pakningen, kan derved fa

en ineffektiv behandling og bli beerere av bakterier som selekterer for resistens.

2.2.1. Naturlig og ervervet resistens

Resistens deles som oftest opp i naturlig ("medfgdt’) og ervervet resistens
. Ved naturlig resistens finnes ikke de indre strukturelle eller funksjonelle
trekkene antibiotikumet virker pa hos bakterien . Denne typen
resistens kan ikke overfgres mellom bakterier, men gar heller i arv, og kalles for vertikal
genoverfgring. Ved ervervet resistens derimot, kan det ha oppstatt en mutasjon i
arvestoffet til en bakterie eller s& har en bakterie mottatt resistensgener fra en annen
bakterie eller fra omgivelsene. Overfgring av gener med resistenskoder kalles for
HGO, som kan igjen kan ga videre til neste generasjon. Konjugasjon, transformasjon
og transduksjon er metoder for dette, og kan typisk skje pa steder med mange
antibakterielle stoffer i miljget mellom ulike arter og slekter. Ved utviklingen av
betalaktamresistens blant enteriske bakterier i miljget og pa sykehus, har HGO hatt en
betydelig innvirkning
Presset bakterier pafgres for a tilpasse seg en hgy tilstedeveerelse av
antibiotika, kalles for antibiotisk seleksjonspress . Det er sjelden at
en mutasjon er fordelaktig for en bakterie, sa det er som oftest de sterkeste som
tilpasser seg og overlever. Bakterier med MR egenskaper er motstandsdyktig mot to
eller flere antibakterielle midler . Ved genoverfgring innsettes ofte et
gen i regioner pa kromosomer eller plasmider . En akkumulering
av lignende AR genelementer rundt et resistensgen, som ble plassert pa en slik DNA-

region i utgangspunktet, farer til MR omrader og bakterier med MR egenskaper.



2.2.2. Mekanismer for utvikling av resistens

Bakterier sin metode for & handtere antibiotisk seleksjonspress kan hovedsakelig deles
opp i tre. Det kan veere en reduksjon av antibiotika intracellulleert, en endring av

malmolekylet, eller en inaktivering av antibiotikumet

2.2.2.1. Intracellulleer reduksjon av antibiotika
For at antibiotika skal ha en effektiv virkning, ma legemiddelet kunne na malmolekylet
og stige i tilstrekkelige nivaer i cellen . Resistens kan oppnas ved a
senke opptaket av antibiotika inn i cellen eller gke uttemmingen av antibiotika.
Henholdsvis redusert permeabilitet og efflukspumper kan bidra til en slik intracellulleer
reduksjon. Antibiotika som virker intracelluleert, som betalaktamer, vil typisk affiseres
som nevnt her
Poriner utgjer det stgrste hinderet for betalaktamer i G- bakterier
. De er uspesifikke, passive proteinkanaler som eksisterer i den ytre hydrofobe
membranen til G- bakterier og frakter ulike stoffer. En forminsket starrelse pa poriner
eller sma selektive poriner kan fere til redusert permeabilitet, og derved senke
antibiotikaopptaket . Videre kan efflukspumper ogsa faere til
utilstrekkelig konsentrasjoner av antibiotika i cellen. Antibiotika vil da aktivt pumpes ut
av cellen fortere enn stoffet klarer a stige til intracellullzere hemmende nivaer. |
motsetning til poriner som finnes i den ytre membranen, eksisterer efflukspumper i den
cytoplasmiske membranen . De fleste pumpene kan gi opphauv il
MR, som vil si at de kan pumpe ut et overskudd av kjemikalier uten relatert struktur
. Bakterier fra familien Enterobacteriaceae kan kombinere bade
redusert permeabilitet i membranen og efflukspumper . Ved
resistens mot betalaktamer er det derimot mer viktig a bruke efflukspumper for
mikrober som er vant til forhold i miljget, som Acinetobacter spp. og Pseudomonas

spp., enn typiske bakterier fra Enterobacteriaceae.
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2.2.2.2 Endring av malmolekylet

En endring av malsetet til antibiotikumet kan fere til at middelet ikke far bundet seg
tilstrekkelig fast . Arsaken til slike endringer kan vaere en spontan
mutasjon i et gen pa kromosomet . Sma modifikasjoner vil ha en
stor effekt, da en interaksjon mellom antibiotikum og malmolekyl er relativt spesifikk.

En mutasjon i PBP medfarer f.eks. en redusert affiniteten til betalaktamer.

2.2.2.3. Inaktivering av antibiotika

At antibiotika deaktiveres kan skyldes en produksjon av enzymer som spalter
legemiddelet hydrolytisk . Betalaktamaser er hydrolaser som spalter
betalaktamer . Enzymene kan katalysere
amidbandhydrolysen av betalaktamringen som fgrer til en inaktivering av
betalaktamer, slik at de ikke kommer frem til malet i cellen . De kan
produseres av de utbredte G patogene bakteriene E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa og Acinetobacter spp. . Figur 1 illustrerer

de ulike resistensmekanismene i de ovennevnte bakteriene.
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2.2.3. Genoverfering av antibiotikaresistens

Bakterier klarer a replikere sitt DNA raskt og enkelt. Ved HGO vil bakterier kunne
overfgre DNA seg imellom ved direkte kontakt, ta opp DNA fra omgivelsene, eller
overfare DNA ved hjelp av bakteriofager . Definisjonen pa de tre

ovennevnte metodene er henholdsvis konjugasjon, transformasjon og transduksjon.

2.2.3.1. Konjugasjon
Ved HGO er konjugasjon den vanligste metoden for genoverfgring, og
hovedmekanismen til overfaring av ARG mellom bakterier
Overfgringen foregar ved at arvematerialet sendes via et rgr, ogsa kalt pilus, fra en
celle til en annen som farer til en direkte kontakt mellom donor og mottaker

. Donor avgir DNA, mens mottakeren tar opp DNA, og den direkte kontakten er
pakrevd. Arvestoffet overfgres som regel via et konjugativt plasmid som replikeres, og
gjer at en kopi av plasmidet kan ga over til mottakercellen. Studier indikerer at
hyppigheten av konjugasjon i naturen er hgyere enn under forhold pa laboratoriet, og
at bakterier i tarmen hos mennesker og dyr overfgrer gener, deriblant ARG, mellom

hverandre ofte

2.2.3.2. Transformasjon
Ved transformasjon opptar en bakterie fritt eller ekstracellulaert DNA fra omgivelsene,
. ARG kan overfgres fra allerede motstandsdyktige bakterier til andre

som ikke er det fra for via transformasjon

2.2.3.3. Transduksjon

Transduksjon er overfgring av DNA fra bakterier via bakteriofager, som er virus som
angriper bakterier . Viruset kan inneholde DNA (omgitt av en
proteinkappe) fra en bakterie, og fare dette videre til en annen bakterie. Bakteriofagene
kan kontrollere en vertscelle til & lage mange kopier av seg selv, for sa & sprekke og
slippe viruset ut av cellen. Kopiene av viruset kan ta med seg deler av bakteriens
kromosom, med resistensgener, og injisere det i andre bakterier. ARG i bakteriofager

har derimot sjeldent blitt isolert fra samfunnet eller sykehus
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2.2.4. Mobile genelementer

Mobile genelementer (MGE) er transposoner, integroner, samt sma liknende genetiske
elementer, som kan overfgre arvemateriale som ARG . Elementene
kan overfgres horisontalt mellom patogene og apatogene bakterier ved hjelp av
konjugative plasmider. En forutsetning for dette er at det er en donor og mottaker deler

samme habitat, som f.eks. mennesketarmen.

2.2.4.1. Plasmider

Plasmider er sma, sirkulaere, ekstrakromosomale elementer av DNA

De er derfor ikke en del av kromosomet. Storrelsesmessig utgjer de en minimal
prosentandel av kromosomet . Plasmider inneholder sjeldent gener
som er livsviktige for bakterier, men de kan derimot tilfgre verdifulle evner og
funksjoner til bakteriene . Et eksempel pa dette er nar plasmidet baerer
ARG. Hvis plasmidet i tillegg til & ha resistente egenskaper, ogsa baerer gener for
plasmidkonjugasjon, kan de lett overfgre disse egenskapene til andre bakterier.
Redusert sensitivitet mot flere antibiotika kan oppsta ved overfgring av plasmider, da
de kan inneholde et mangfold av resistensgener. ESBL-produserende bakterier er

vanligvis plasmidkodet

2.2.4.2. Transposoner

Hoppende gener, bedre kjent som transposoner, gjgr at genetisk materiale kan endre
sin posisjon pa kromosomet . Forflytningen foregar mellom DNA
sekvensen pa endene til de transposable elementene og en DNA-sekvens i vertscellen
ved hjelp av transposaser . De kan enten kopieres, hvorpa kopien
settes inn pa en ny lokasjon, eller klippes ut av kromosomet og bli forflyttet til et annet
sted. | mange organismer er transposable elementer den vanligste kilden til nye
mutasjoner, og en viktig arsak til genetiske sykdommer hos mennesker. Transposoner
kan veere baerere av resistensgener, konjugative, samt integrert i plasmider, og

dermed bidra til en viderefgring av resistensegenskaper
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2.2.4.3. Integroner
Integroner er sma bakterielle genelementer som eksisterer i omtrent en tiendedel av
sekvenserte bakteriegenomer, og da spesielt klasse 1
. Klasse 1 integroner er hovedtypen av integroner som er involvert i
spredningen av ARG. Angivelig eksisterer de fgrst og fremst i slekter som Escherichia,
Klebsiella, Pseudomonas, og Acinetobacter. Hos de ovennevnte bakteriene, i tillegg til
mange andre G- bakterier, er integroner ansvarlige for mesteparten av tilfeller med
overforing av ARG . Integroner inneholder sidespesifikke
rekombinasjonssystemer, som kan integrere, uttrykke og utveksle elementer av DNA
. Disse elementene kalles for genkasetter.
Hele integronet anses ikke for & vaere mobilt, da det ikke klarer a forflytte seg selv,
men genkasettene har denne funksjonen. De kan flyttes til andre integroner eller et
annet sted pa bakteriegenomet . Flesteparten av de kjente
genkasettene som eksisterer koder for AR, inkludert betalaktamresistens. Integroner
kan overfgre resistensgener mellom celler ved & bruke konjugative transposoner

eller/og plasmider.

2.2.5. Resistensenzymer
2.2.5.1. Betalaktamaser med utvidet spektrum (ESBL)

En vedvarende og utbredt bruk av bredspektirede betalaktamer ved alvorlige
infeksjoner forarsaket av G- bakterier, har fart til en framvekst av betalaktamaser med
utvidet spektrum (ESBL) . Gener fra smalspektrede betalaktamaser
(f.eks. TEM-1 og TEM-2) kan produsere ESBL, hvis kombinasjonen av aminosyrer
rundt enzymets aktive sete endres som fglge av en mutasjon. Plasmider, spesielt
konjugative, kan enkelt overfgres mellom bakterier og baerer ofte gener som koder for
ESBL. Ved betalaktamresistens, mot antibiotikaklasser som penicilliner og
cefalosporiner, inaktiveres legemiddelet som en fglge av at bakterien produserer
betalaktamaser som hydrolyserer betalaktamringen. Kliniske hemmere av enzymene
er klauvansyre, tazobactam, sulbactam, og avibactam slik at f.eks. penicillin kan
beskyttes mot inaktivering . Cefotaksim, ceftriakson, ceftazidim,
sékalte 3GC, anses for & vaere de klassiske betalaktamene affisert av ESBL. Arsaken

til dette kan veere at de affiserer normalfloraen i stor grad, og at de er antibiotika med
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et bredt spektrum . Vanlige ESBL-produserende
organismer er E. coli og bakterier fra Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.
og Citrobacter spp. (KESC) gruppen . MR organismer som
produserer ESBL utgjer en stor bekymring i forskningsmiljget, da de kan veere spesielt
vanskelige a spore opp
| Norge deles ESBL opp i klasse A ESBL (ESBLA), miscellaneous ESBL
(ESBLm), og karbapenemaser med hydrolytisk aktivitet mot karbapenemer
(ESBLkaRBA) . Sistnevnte er resistent
mot alle betalaktamer, inkludert karbapenem, mens ESBLam er fgrst og fremst
resistente mot penicillin og cefalosporin. ESBLA inluderer enzymer som inaktiverer
ekstenderte spektrum cefalosporiner, mens plasmidbaren AmpC (klasse C) og OXA
(klasse D) utgjer ESBLm. ESBLkarsa kan deles opp i underklasse A, B, og D, som er
henholdsvis karbapenemasene K. pneumonae karbapenemaser (KPC), metallo-
betalaktamaser (MBL) og oxacillin-hydrolyserende metallo-betalaktamaser (OXA)
. Andre antibiotikaklasser som fluorokinoloner og aminoglykosider
kan ogsa veere ineffektive mot ESBL-produserende bakterier
. Dette skyldes at ESBL har mulighet til & overfgres ved hjelp av MGE. Serin er

det aktive setet til enzymer fra klasse A, C og D, og enzymene skilles ut ifra deres

aminosyresekvens . MBL er sinkavhengige
enzymer som hydrolyserer majoriteten av betalaktamer . Nedenfor
star det en klassifisering av de ulike ESBL-klassene . | denne

oppgaven ble primere komplimenteere til de uthevede enzymenes gener benyttet ved

PCR (vedlegg C, tabell C1 og C2). De er viktige betalaktamaser i Enterobacteriaceae

¢ Hyppig forekommende ESBLA: CTX-M, TEM, SHV, VEB, og PER.
e ESBLu.c: CMY, FOX, MIR, DHA, LAT, BIL, ACT, og ACC

e ESBLwm-p: OXA-10gr, OXA-13gr, OXA-2gr, OXA-18, og OXA-45

e ESBLkarea-a: KPC, ulike varianter av GES, NMC, SME, IMI-1, -2
e ESBLkarea-s: IMP, VIM, SPM-1, GIM-1, SIM-1, AIM-1, NDM-1

o ESBLkarea-D: OXA-23gr, OXA-24gr, OXA-48, OXA-58
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2.2.5.1.1. Klasse A ESBL
De vanligste ESBLa -typene hos bakterier fra Enterobacteriaceae er Cefotaksimase
Miinich (CTX-M), Temoineira betalaktamase (TEM) og Sulfhydryl-variabel
betalaktamase (SHV) . Penicillinasene SHV
og TEM affiserer typisk penicilliner og 1GC, og de finnes vanligvis i E. coli og Klebsiella
spp. . Etterkommere av TEM-1 har et bredere
spektrum og kan affisere hgyere generasjoner av cefalosporiner som 2GC, 3GC, og
4GC. Fgr var SHV og TEM mest utbredt, men for gyeblikket er CTX-M den mest
vanlige genvarianten av ESBL . Enzymet deles opp i fenotypene
CTX-M gr. 1, 2, 8, 9 og 25

. Genotypen blactx-w-15, fra CTX-M gr. 1, har gkt mest i omfang, og
har starst utbredelse pa verdensbasis. Omtrent halvparten av genotypene i Norge er
blactx-m-15. CTX-M affiserer blant annet penicillin, monobactamer, 1GC og 3GC. Den
hydrolyserer fortrinnsvis 3GC cefotaksim, derav navnet cefotaksimase, og hemmes
farst og fremst av tazobactam. Enzymet har i stor grad blitt knyttet til E. coli og andre
slekter fra familien Enterobacteriaceae. Slike bakterier anses for a vaere av stor klinisk
betydning. Deres stigende prevalens fgrer til gkt bruk av karbapenemer ved
infeksjonstilfeller, som igjen kan fgre til mer karbapenemresistens. Ved HGO med
konjugative plasmider og transposoner har bakterier overfart CTX-M enzymer mellom
hverandre. Den har ogsa alltid vaert en ESBL, i motsetning til enzymene SHV og TEM

som har oppstatt som en fglge av mutasjoner i aminosyrene til foreldreenzymene.

2.2.5.1.2 Plasmidbaren AmpC (ESBLwu-c)

Ampicillin er en type aminopenicillin, et bredspektret penicillin, som innehar aktivitet
mot utbredte enterobakterier . En gkt produksjon av
betalaktamaser i Norge har beklageligvis utviklet seg, og i overkant av 1/3 av isolerte
E. coli er aminopenicillinresistente. AmpC betyr «ampicillin hydrolyserende»

AmpC hydrolyserer typisk betalaktamene penicillin, 1GC-3GC. De siste
arene har det vaert en hyppig rapportering av infeksjoner forarsaket av bakterier som
produserer AmpC pa verdensbasis i bade samfunnet og pa sykehus

. AmpC hydrolyserer ikke bare mange av de samme betalaktamene som ESBLa,
men ogsa cefamyciner . P& laboratorier skilles ofte AmpC og ESBL
basert pa hydrolyse av cefamycin, som assosieres med 2GC

AmpC hemmes ikke av vanlige betalaktamase-inhibitorer for ESBL, men heller
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cloxacillin. I kromosomet til ulike G- bakterier har AmpC betalaktamaser flere ganger
blitt pavist, men det har derimot blitt mer vanlig med tilfeller av plasmidbarne AmpC
(PAmMpC) enzymer . Enzymene har da forflyttet seg over pa
plasmider. pAmpC kan deles opp i seks familier basert pa fylogeni

Enzymet CMY-2, fra familien CIT, anses for & veere det vanligste pAmpC enzymet i E.

coli. Cefamycinasen er hovedsakelig resistent mot cefamycin

2.2.5.1.3 Karbapenemaser (ESBLkarsa)

Karbapenemaseproduksjon har blitt en betydelig arsak til bredsprektret
betalaktamresistens hos medlemmer av Enterobacteriaceae, i tillegg til flere andre G
bakterier . Karbapenemaser deles opp i underklasser og for
gyeblikket er KPC vanligst fra underklasse A, mens OXA-48 er mest vanlig fra
underklasse D . Nar det kommer til klasse B karbapenemaser
(MBL), er blant annet New Dehli Metallo-betalaktamase 1 (NDM-1), Verona integron
kodet metallo-betalaktamase (VIM) og Imipenem-resistent Pseudomonas (IMP) mest
utbredt. En inkorporering i genkasetter og lokalisering pa integroner er typisk for
blanom, blaviv og blavp. | bakterier som E. coli og K. pneumoniae dominerer blanpm
mest. Konjugative plasmider kan enkelt frakte blanom mellom bakterier ved ervervet
resistens . NDM gir typisk resistens mot penicilliner, 1GC-4GC, samt

karbapenemer

2.2.5.2. Meticillinresistent Staphylococcus aureus (MRSA)

Et eksempel pa en bakterie med ervervet resistens og multiresistens er MRSA
. S. aureus er en G* kokk som hgrer til kroppens normalflora, som hud
og slimhinner, men kan ogséa veere en vanlig humanpatogen bakterie
. Bakterien kan blant annet gi lungebetennelse, tuberkulose, mastitt,
sepsis, og i verste fall dgd. MRSA er na den hyppigst forekommende ARB pa
verdensbasis . Hvert ar der 11 285 personer i USA av MRSA. | 2016
ble 2 538 MRSA-tilfeller rapportert i Norge, hvorav 35% var kliniske infeksjoner, noe
som er en kraftig gkning siden 2005
Da meticillin ikke lenger produseres, anses MRSA for a vaere resistent mot
nesten alle betalaktamer . Istedenfor meticillin, brukes

betalaktamene oxacillin og/eller cefoxitin ved testing av resistensen til MRSA
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. Meticillinutsatt S. aureus blir omgjort til MRSA nar den tar opp
et mobilt genetisk element som heter stafylokokk kassett kromosom (SCCmec).
SCCmec baerer genet mecA som koder for en endring av PBP, ogsa Kkalt
PBP2a/PBP2°, som farer til lavere affinitet for betalaktamer. Siden PBP er essensiell
for dannelse av celleveggen, resulterer dette i at MRSA fortsetter sin
celleveggbiosyntese selv om nivaer over MIK av betalaktamer er tilstede. PBP2a
kompenserer for blokkert PBP, som gir bakterien evnen til & vokse selv om antibiotika
er tilstede

Ved en tilfeldighet ble et nytt mecA-gen farst funnet i 2007

Et S. aureus isolat detektert i en studie fra Storbritannia viste seg a vaere en
fenotypisk MRSA, men analysene testet negativt for mecA. Stammen var bare 60-70%
identisk med mecA sitt DNA og aminosyrene i PBP/2. Den ble kalt for mecC.
PBP2amecc 0g PBP2ameca Viste ulikheter i affinitet, termostabilitet og
optimumstemperatur . PBP2amecc har en hgyere affinitet for
oxacillin enn cefoxitin, som kan lede til en gkt resistens mot cefoxitin fremfor oxacillin.
PBP2ameca har derimot relativ lik affinitet for begge. Studier tyder pa at mecC MRSA
ikke er veldig vanlig hos mennesker, og at den kun er rapportert i 13 europeiske land.

| Norge er genet kun blitt rapportert hos en huskatt i Norge

2.2.6. Antibiotikaresistens globalt

2.2.6.1. Antibiotikaresistens hos mennesker

Arsaken til omfanget av AR varierer fra land til land . Forekomsten
kan blant annet skyldes hvor restriktive de er med utgivelse av antibiotika til mennesker
eller standarden pa helsevesenet. | flere land, spesielt utviklingsland, kan f.eks.
antibiotika selges reseptfritt og billig . Likevel hadde land som
Canada og Australia, som er strenge pa bruk av antibiotika, en dobling av ESBL-
produserende E. colii 2011 . Det har ofte veert tilfeller hvor reisende
som kommer fra et land med velutviklet helsevesen, har returnert til hjemlandet sitt
med kolonisering av ESBL-bakterier. Generelle hygieniske forhold, levestandarden,
befolkningstettheten, klimaet eller kvaliteten pa renseanlegg kan ogsa spille inn ved

utvidelsen av resistens
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Europakommisjonen har anslatt at AR fgrer til 25 000 arlige dedsfall i EU, og at
ca. 700 000 dear per ar i hele verden . Minst to millioner
mennesker i USA blir syke hvert ar pa grunn av AR infeksjoner, hvorav 23 000 dgr

. De ARB som det haster mest a
fa bukt med er Clostridium difficile, karbapenemresistent Enterobacteriaceae (KRE) og
AR Neisseria gonorrhoeae. KRE er resistent mot nesten alle eksisterende antibiotika.
Det har blitt anslatt 7 900 infeksjonstilfeller med karbapenemresistent Klebsiella spp.
og 1400 tilfeller med infeksjoner forarsaket av E. colii USA. Andre serigse utfordringer
inkluderer blant annet G- bakterier som MR P. aeruginosa, MR Acinetobacter spp.,
ESBL- produserende Enterobacteriaceae (spesielt E. coli og K. pneumoniae), samt
den G* bakterien MRSA. Innen 2050 vil angivelig 390 000 mennesker dg i Europa,
317 000 i Nord Amerika, 392 000 i Latin Amerika, og 22 000 i Australia hvert ar pa
grunn av ARB . De verdensdelene som vil
merke utbredelsen av resistens mest vil veere Asia og Afrika, med over 4 millioner
dedsfall per ar i hver av verdensdelene. Arsaken til dette kan veere at disse

kontinentene bestar av mange U-land.

2.2.6.2. Antibiotikaresistens i dyr og mat
Det har blitt rapportert at det generelt er lave nivaer av AR hos dyr i Europa, men det
er fortsatt en hgy forekomst av resistens mot flere ulike antibiotika i enkelte land
. 1 2016 ble det innhentet data fra 20 land i
Europa som blant annet viste lave nivaer av redusert fglsomhet mot ESBL /
karbapenemaseproduserende E. coli i avfaring fra fjeerkre. Hos fjeerkre varierer det
veldig fra land til land i Europa hvor stort omfanget er. Nivaene spenner fra < 10 %
resistens (Norge, Finland, Danmark og Sverige), til 70-90 % resistens (Belgia, Latvia,
Spania og ltalia). Graden av resistens er lave i Nord-Europa. Videre kan det vaere
vanlig med AR humanpatogener i mat . Studier har vist at prever
med ESBL-produserende bakterier fra mennesker, som E. coli, har kommet dit pa
grunn av kontaktsmitte fra dyr eller via matkjeden . Misbruk av

antibiotika i mat- og jordbruksindustrien sies a vaere kilden til problemet.
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2.2.6.3. Antibiotikaresistens i miljoet

Tilstedeveerelse av AR i miljget kan skyldes produksjon av antibiotika hos bakterier i
jord eller vann . Andre arsaker kan vaere en spredning av
ARB og antibiotika fra sykehus, husholdninger, gjedsel fra jordbruk, fiskeoppdrett,
dyreproduksjon eller via avigpsvann. Resistens kan derfor veere naturlig i miljget eller
stamme fra antibiotikaforurensning. Problemet oppstar nar forurensningen blir for stor.

Det finnes enkelte studier om resistens i miljget, men ikke nok.

2.2.7. Antibiotikaresistens i Norge

2.2.7.1. Antibiotikaresistens hos mennesker

Tilfeller med infeksjoner forarsaket av enkelte resistente G- stavbakterier i Norge har
veert lave, men gkende etter at de ble meldepliktig i 2012

| arsrapporten tii NORM/NORM-VET fra 2015 og 2016 ble det detektert lave nivaer av
ESBL-gener i humankliniske E. coli blodkulturer og urinprgver, men det har likevel veert
en gkende prevalens siden 2003 . Fra 2012-2016 har
antall meldte tilfeller med G- karbapenemaseproduserende bakterier blitt mer enn
firedoblet. Dette er alvorlig. Mange har blitt smittet i utlandet, og da spesielt fra steder
med hgay risiko for a bli smittet som Sgr-gst Asia og Afrika. Antageligvis er ca. én av ti
personer beerere av ARB i Norge . Disse bakteriene er
som regel ikke farligere enn andre sykdomsfremkallende bakterier, men de er

vanskeligere & behandle og behandlingen tar lenger tid hvis en infeksjon oppstar.

2.2.7.2. Antibiotikaresistens i dyr og mat
Norge er det landet i Europa som har lavest forekomst av AR i dyr og mat ifglge
Veterinzerinstituttet (2017). Arsaken til dette kan vaere Norges lite sentrale beliggenhet,
det kalde klimaet som pavirker vekstvilkarene, feerre dyr per gardsbruk, lite import,
mindre turisme enn andre land, streng bruk av antibiotika, samt forebygging av sykdom
blant dyr som igjen senker utleveringen av antibiotika. Pa tross av et lavt forbruk av
AVMP og en lav forekomst av ARB, kan allikevel internasjonal handel av mat og fér
pavirke nivaene av resistens mot kritisk viktige antibiotika som cefalosporiner

. Enkelte isolater fra kylling- og kalkunkjgtt viste gener som

koder for cefalosporinaser i arsrapporten ti NORM/NORM-VET fra 2016, mens
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arsrapporten fra 2015 viste at nivaene av cefalosporinasegener i biff og svinekjatt var
sveert lave. Det ble ikke pavist cefalosporinaser i osteprgver (pasteurisert og
upasteurisert) og sjgmatprgver (bla muslinger, kamskjell, gsters, scampi, etc.), utenom

to importerte prgver av sjgmat.

2.2.7.3. Antibiotikaresistens i miljoet
Forelapig eksisterer det ikke nok kunnskap om AR i miljget i Norge

. Dette kan skyldes at fokuset hovedsakelig har veert rettet mot et annet omrade,
som f.eks. pa sykehusene. De studiene som eksisterer er hovedsakelig
enkeltrapporter fra Veterinzerinstituttet, med stotte fra Miljgdirektoratet, og
arsrapportene tii NORM/NORM-VET. Arsrapporten fra 2016 var den forste
arsrapporten som undersgkte forekomsten av resistensgener hos ville dyr, ifelge
Veterineerinstituttet. Ved undersgkelser av ARB og ARG i miljget i Norge ble rgdrev og
ville fugler benyttet som indikator. Undersgkelsene viste at fekale praver isolert fra
disse dyrene, inneholdt E. coli med 3GC-resistens. Nivaene av ARB i de fekale
prgvene var lave, men fortsatt bekymringsverdige.

Havforskningsinstituttet (2017) fikk ogsa statte fra Miljgdirektoratet for & forske
pa utberedelsen av ARB nylig. Undersgkelsen bestod i & kartlegge forekomsten av
ARB i skjell fra flere punkter langs kysten i Norge. Punktene var pavirket av
menneskelig aktivitet i ulik grad. Resultatene fra studien viste at 65 % av isolatene var
AR mot under 3 antibiotikatyper, mens en tredjedel av bakteriene ble ansett som MR.
Noen av bakteriene hadde pattedyr som reservoar, som f.eks. E. coli, mens andre var

vanlige a finne i akvatiske miljger.

2.3. Bakteriestammer funnet i vannpraver

Pa bakgrunn av resultater fra Sanger-sekvensering (16S rRNA) ved innsending av
amplifiserte og rensede DNA-templater, ble det fokusert pa familien
Enterobacteriaceae i denne oppgaven. Bakteriene som ble pavist ved sekvenseringen
var E. coli og Shigella spp..

Escherichia coli er en G, ikke sporedannende, zoonotisk, fakultativ anaerob
stavbakterie med flageller som vanligvis lever i tarmen til varmblodige dyr og

mennesker . Bakterien trives best ved 37 °C, men kan ogsa vokse helt
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ned til 7 °C og opp til 48 °C. Escherichia coli har et stort mangfold, bade fenotypiske
0g genotypiske egenskaper, og genomet er meget fleksibelt. Slike egenskaper kan ha
en sammenheng med hvorfor E. coli kan variere mellom & veere alt fra en helt ufarlig
tarmbakterie til en livstruende patogen. Et eksempel pa annen art fra samme slekt som
ikke anses for a vaere patogen er Escherichia fergusonii. Varianter av E. coli som kan
angripe tarmsystemet og utvikle sykdom deles inn i seks grupper. Infeksjoner pa
sykehus og i samfunnet forgvrig har infeksjoner forarsaket av E. coli veert blant de
patogenene som har blitt oppdaget hyppigst . Enteroaggregative E.
coli (EAEC) er en patogen som er resistent mot flere varianter av antibiotika. Dette er
spesielt bekymringsverdig med tanke pa overfgring av ARG. Det er vanlig at
medlemmer av Enterobacteriaceae overfgrer plasmider mellom seg ved ervervet
resistens

Shigella spp. er i likhet med E. coli en G-, ikke sporedannende, fakultativ
anaerob stavbakterie, noe som reflekteres i det neere fylogenetiske slektskapet mellom
de to bakteriene . Bakterien overlever ogsa ved samme
temperaturintervall og har samme optimumstemperatur som E. coli. Shigella spp. har
derimot kun menneske som reservoar, i motsetning til E. coli som er zoonotisk.
Eksempler pa to Shigella-arter er Shigella flexneri og Shigella sonnei. Disse bakteriene
kan forarsake sykdommen shigellose som er et problem flere steder i verden, men ikke
noe seerlig i Norge. En ukritisk bruk av ulike varianter av antibiotika mot shigellose har

medfart en utbredt forekomst av bakterier med redusert fglsomhet mot f.eks. 3GC.

2.4. Spredning av antibiotikaresistens

ARB kan utveksles ved kontakt mellom mennesker, mellom mennesker og dyr, og til
mennesker og andre organismer via vann, mat og i miljget

. De kan etablere seg i tarmfloraen til en person eller et pattedyr som da blir en

sakalt beerer . Typisk enteriske stammer kommer fra familien
Enterobacteriaceae . Genomet til E.coli er tilpasningsdyktig og kan
endre seg ut i fra forholdene og selektivt press . Dette skjer ved hjelp

av HGO med MGE eller mutasjoner. Fekal forurensning av vann og naeringsmidler
med E. coli kan veere kritisk ved matforgiftning med f.eks. EAEC . Figur

2 illustrerer hvordan antibiotika og AR kan distribueres i naturen og samfunnet.
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Figur 2. Spredning av antibiotika og AR i miljget og mellom organismer (bioMeérieux, u.a.).

Som det fremgar av figur 2, er det mange veier antibiotika og ARG kan ta for a
viderefgres fra et omrade, en patogen eller apatogen bakterie til en annen. Resistens
kan spres via avlgp, avfall og kloakk fra sykehus, eller andre liknende institusjoner, ut
i innsjger eller havet (1). Habitatet til fisker, krepsdyr og andre akvatiske dyr kan
pavirkes og eventuelt @delegges, mens bade- eller drikkevannsmulighetene il
mennesker kan blir darligere. | tillegg kan ogsa mennesker fa ARB i seg ved a spise
fisk. Videre kan bruk av antibiotika til produksjonsdyr ga ut i avfgringen (2), og spre
resistens via jord til kornavlinger (3) og rotgr@annsaker (4), kjatt (5) eller ved & forurense
grunnvannet (6). Slik kan mennesker igjen fa i seg ARB via inntak av mat og drikke.
Andre dyr som kjeeledyr, ville dyr og insekter kan ogsa spre motstandsdyktige bakterier
(7). Ellers er gkningen i turismen og import av mat en sterk bidragsyter til resistens-

gkningen (8).
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2.4.1. Tilstedeveerelse og utbredelse av antibiotika og AR i akvatiske miljger

Vann er en enkel spredningsmate for mikroorganismer og andre stoffer. En sterk
bidragsyter til spredning av resistens via vann kan veere kommunale
avlgpsrenseanlegg . De handterer forurenset vann som f.eks.
kloakk fra husholdninger og industri. Aktive metabolitter fra antibiotika, som ikke
metaboliseres i kroppen, kan skilles ut som ekskrement, eller delvis eliminering i Igpet
av renseprosessen pa anlegget, og til slutt ende opp i miljget
Uansett hvor god behandlingen av biproduktet etter rensing av kloakk (kloakkslam) er,
sa kan produktet hgyst sannsynlig inneholde store mengder ARG og ARB
. Rester fra kloakkslam kan forurense overflatevann (elver, innsjger, hav,
bekker, etc), grunnvann, eller sedimenter
Det eksisterer enkelte studier om forekomsten av resistens i vann. Gjennom
hele aret ble det gjennomfart en kvantitativ analysestudie av ARG og transposaser pa
et urbant avlgpsanlegg i Helsinki . Alle transposasene og ca. 67
% av alle de ARG de undersgkte var i avlgpsvannet. En liknende studie sa pa den
sesongmessige forekomsten av ARG pa avlgpsanlegg i Dresden over to ar. De
konkluderte med at nivaene av ARG var hgyere om hgsten og vinteren. Arsaken til
dette er antageligvis gkt bruk av antibiotika i lapet av disse manedene. Mengden ARG
i miljget kan altsd avhenge av hvilket tidspunkt det er pa aret. | Igpet av en annen
studie ble det innhentet vannpraver fra et kloakkrenseanlegg fra fem indiske stater. De
fant tilstedeveerelse av bredspektrede cefalosporin- og/eller karbapenemresistents i
ca. 38% isolater med E. coli, hvorav over halvparten av isolatene hadde redusert
felsomhet mot andre antimikrobielle midler. Videre kan gjgdsel, jord og avigpsvann fra
jordbruk og husdyr kan ogsa bidra til spredning av ARB . Aktive
substanser fra antibiotika kan ga via avfgring og urin til gjgdsel brukt i jordbruk. Etter
regn kan disse substansene i overflatejorden renne videre ut i miljget
. Jord og vann kan fraktes til andre omrader ved a feste seg til dyrepels
og insekter, ved menneskelig pavirkning, eller med naturkrefter. Den gkende globale
oppvarmingen kan medfgre gkt risiko for lekkasjer og knekk i sarbare rgrsystemer ved
f.eks. oversvgmmelser . Finnes det ARB ute i miljget,
uansett om det er i akvatiske miljger eller i jord, er det hgyst sannsynlig at de kan
forflytte seg. Kjennskapen til forekomsten av betalaktamer i akvatiske miljger er ikke

god nok, pa tross av et hgyt konsum og haye utslipp
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2.5. Forebyggende arbeid mot antibiotikaresistens

Det er sveert viktig @ motarbeide videre utvikling av AR. Det er allerede et
verdensomfattende problem, og kan lede til at mulighetene for helsebehandlinger
stagnerer og at dadeligheten stiger . Resistens kan fgrst
og fremst forebygges ved a redusere forbruket av antibiotika hos mennesker og dyr,
samt innfgre vaksinasjoner og smitteforebyggende tiltak som kan forebygge
infeksjonssykdommer. Ved a innfere influensavaksiner kan selve sykdommen, og
folgesykdommer grunnet bakterier, forebygges . Siden
feil bruk av antibiotika ofte forekommer ved sykdomstilfeller forarsaket av virus, kan
reduserte tilfeller av slike sykdommer vaere med pa a senke ungdvendig bruk av
antibiotika. Smitteforebyggende tiltak kan innebaere en innfaring av gode rutiner for
handvask i barnehager og skoler, og i kommunen for mennesker som jobber med
matlaging og servering. Tilstrekkelig og riktig bruk av handvask og desinfisering med
handsprit kan bidra til a fierne bakterier og forhindre spredning. Det er ogsa viktig a
bruke smalspektret antibiotika, framfor bredspektret, da bredspektret antibiotika
medfarer gkt resistensutvikling som en fglge av at flere bakterier pavirkes. Ellers bagr
det ogsa sgkes etter nye klasser av antibiotika.

For a fa bukt med resistensproblemet ma situasjonen overvakes og kontrolleres
pa et nasjonalt og internasjonalt plan. WHO har utviklet en global handlingsplan mot
antimikrobiell resistens . Malet med planen er a
forhindre infeksjonssykdommer og sikre gode behandlinger over lang nok tid med
effektive og trygge legemidler som er kvalitetssikret. For & na dette malet, er det fem
punkter som vektlegges: Styrke bevisstgjgringen og forstadelsen av AR, forbedre
kunnskapen om AR ved & overvake og forske, redusere infeksjonstilfeller, optimalisere
bruken av antibiotika, og gke de gkonomiske midlene for en baerekraftig investering
som tar hensyn til alle land sine behov, samt gke investeringen til nye medisiner,
diagnostiske verktgy og vaksiner.

I Norge finnes det gode systemer som bidrar til & begrense problemet med
spredning av AR. Systemer som overvaker resistensutviklingen magysommelig er
Meldingssystemet for smittsomme sykdommer (MSIS), Norsk overvakningssystem for
antibiotikaresistens hos mikrober (NORM), samt NORM-Veterinaermedisin (NORM-
VET) . Regjeringen har ogsa en nasjonal strategi som

tidligere nevnt under kapittelet «antibiotikaforbruk i Norge». Antibiotikasenter for
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primaermedisin  (ASP), og Nasjonal kompetansetjeneste for antibiotikabruk i
spesialisthelsetjenesten (KAS) formidler om temaet antibiotika. En nasjonal
kompetansetjeneste for pavisning av antibiotikaresistens (K-res) paviser og
karakteriserer AR hos bestemte patogene bakterier. At ansvarlige aktgrer driver med
kartlegging og kunnskapsformidling om resistens i Norge er viktig. Det er ingen
selvfglge at folk forstar alvoret med spredning av resistente bakterier

. Tilfeller med smitte av patogene ARB har ikke samme sjokkeffekten nar det
kommer pa nyhetene som EBOLA- eller fugleinfluensaviruset. Bakterier som er
motstandsdyktige overfor antibiotika er heller en skjult og rolig pandemi. Landegrenser
stenges ikke pa grunn av ESBL. Media har mye makt over informasjonsformidlingen
til befolkningen. Offensivt opplysningsarbeid rundt resistens, og ngye oppfelging av

hva som skjer pa forskningsfeltet kan virke forebyggende.

2.6 Metodisk teori

2.6.1 Selektive kromogene skaler

Bruk av selektive kromogene medier er en fenotypisk metode som er forholdsvis raske,
lettvint & bruke, enkle & analysere og relativt rimelige. | denne studien ble Brilliance™
ESBL, Brilliance™ CRE, Brilliance™ STAPH24 og Brilliance™ MRSA2 Agar (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, USA) brukt. Brilliance™ ESBL Agar er et vekstmedium
som er selektiv for ESBL-produserende bakterier fra KESC-gruppen

. For & hemme Enterobacteriaceae som ikke produserer ESBL,
undertrykke vekst av flere AmpC organismer, og andre bakterier som ikke produserer
ESBL, inneholder Brilliance™ ESBL Agar en bredspektret 3GC og andre antibiotika.
Videre kan Brilliance™ CRE Agar benyttes ved screening av karbapenem-resistente
Enterobacteriaceae, inkludert NDM-1 . Agaren
inneholder karbapenemer. Her er det viktig a adskille KRE, som ikke er mottakelige for
den MIK til karbapenem, og karbapenemase-produserende Enterobacteriaceae
(KPE), som produserer enzymer som hydrolyserer karbapenemer
Det finnes ogsa en kombinasjon av de to ovennevnte skalene, sakalte bi-skaler. Bruk
av bi-skalen Brilliance™ ESBL / Brilliance™ CRE Agar er billigere enn de andre

skalene som ikke er kombinasjonsskaler . De
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mest utbredte ESBL- og karbapenemaseproduserende organismene adskilles ved a
inkludere kromogener i agaren, som angriper to enzymer og gir farge til kjiemiske
forbindelser (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a; Thermo Fisher Scientific Inc, 2011).

Prosedyren for fargescreening av Brilliance™ ESBL og Brilliance™ CRE Agar vises i

figur 3.
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Figur 3. Inokuleringsprosedyrer for Ekstenderte spektrum-betalaktamaser og karbapenemresistent

Enterobacteriaceae (Thermo Fisher Scientific Inc., 2014).

Brilliance™ MRSA2 Agar og Brilliance™ STAPH24 Agar ble ogsa bruk i denne studien
(Thermo Fisher Scientific Inc., 2008; Thermo Fisher Scientific Inc., 2010b). Brilliance™
MRSAZ2 skal selektere for MRSA. Er platene positive for MRSA etter rendyrking vil
denimbla kolonier &penbare seg, som en folge av fosfataseaktivitet. Dette enzymet er
tilstede i flere stafylokokker, inkludert S. aureus. Brilliance™ STAPH24 et selektivt og
diagnostisk medium for isolering av koagulasepositive stafylokokker. Etter rendyrking

skal det oppsta mgrkebla kolonier. Begge mediene ble brukt ved detektering av MRSA.

27



2.6.2 Polymerase chain reaction

En vanlig metode innenfor molekylaerbiologien er «polymerase chain reaction» (PCR)
. Metoden brukes til & identifisere
f.eks. gener eller genomrader og er basert pa at et lite utvalgt malgen amplifiseres
(oppkopieres) ved hjelp av PCR. To primere («forward» og «reversey), samt fire ulike
deoksynukleotid trifosfater (dATP, dCTP, dGTP og dTTP ogsa kalt ANTP) som brukes
av DNA polymerase ved nysyntese av DNA, tilsettes i tillegg til DNA-templatet. Denne
oppkopieringen av genmateriale gir mer ramateriale for videre analyser.

Prosessen for PCR deles opp i tre sykluser: Denaturering, hybridisering og
polymerisering . Ved fgrste trinn
denatureres DNA-templatet ved oppvarming til omtrent 95 °C, som fgrer til at
enkelttradene skiller seg fra hverandre. Med andre ord omdannes dobbelttradet DNA
(dsDNA) til enkelttradet (ssDNA). Etter denaturering synker temperaturen til 50-70 °C.
Her inntreffer det andre trinnet. To primerne vil da kunne hybridiseres til den
komplementzere DNA-sekvensen som skal amplifiseres pa @vre og nedre DNA-trad.
De binder seg til hver sin ende av sekvensen som skal oppformeres. Ved siste steg,
polymeriseringen, heves temperaturen til 72 °C, og DNA polymerase amplifiserer
DNA-templatet ved pasetting av dNTP til primerne. Etter farste polymeriseringssyklus
begynner prosessen pa nytt. DNA denatureres igjen, primerne bindes til templat, og
en ny syklus med syntese av DNA ved hjelp av DNA polymerase og dNTP skjer. |
andre runde kan primerne binde seg til nylig syntetisert DNA, samt det originale DNA
templatet. Syklusene fortsetter helt til snsket antall kopier av sekvensen er oppnadd.
Til slutt lagres de ved 4°C i PCR-maskinen.

| denne oppgaven ble multipleks og singelpleks benyttet ved PCR-kjaring.
Multipleks brukes for & finne to eller flere malsekvenser av DNA eller RNA, mens
singlepleks brukes for a finne en malsekvens av DNA eller RNA

. Sistnevnte analyse brukes for a finne en spesiell malregion, mens
ved multipleks benyttes flere primere for & kunne detektere mange ARG i lgpet av én
analyse. Multipleks PCR gjar det mulig & spare bade penger og tid. Ulempen er at
uriktige negative prgver kan oppsta som en fglge av inhiberte DNA-amplifiseringer,

siden flere reaksjoner skjer simultant.
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2.6.3 Agarosegelelektroforese

Metoden gelelektroforese benyttes til & separere DNA-fragmenter basert pa deres
starrelse . Prosessen foregar pa en gelmatriks laget av
polyakrylamid eller agarose, som deretter settes over i en «brgnn» fylt med buffer.
Agarose ble benyttet i denne oppgaven. | hver ende av karet ligger det en positiv
elektrode (anode) og en negativ elektrode (katode). DNA er negativt ladet og vil derfor
trekkes mot anoden. Sma fragmenter av DNA vil «vandre» lenger ned i gelen enn store
fragmenter. Arsaken til dette er at de store DNA molekylene har vanskeligere for &
passere porene i gel matriksen enn de sma. Etter endt elektroforese adskilles dermed
molekyler av ulik stgrrelse (antall basepar), basert pa distansen de har forflyttet seg
mot anoden i gelen. Simultant med elektroforese av DNA-fragmentene, kjores en
DNA-ladder, en blanding med kjente stgrrelsesmarkarer som kan brukes for & finne
hvor mange basepar DNA-fragmentene bestar av. For a synliggjere bandene i gelen
brukes et fargestoff som binder seg til DNA.
| denne oppgaven ble Tris Acetate-EDTA buffer (TAE-buffer), agarosegel, og
gel-loading buffer brukt til agarosegelelektroforese av DNA. TAE-buffer har lav ionisk
styrke og lav bufferkapasitet . Den bestar av trisbase, eddiksyre og
Etylen Diamin Tetra Acetat (EDTA). 1 x TAE-buffer inneholder 40 mM Tris Acetat, samt
1 mM EDTA og er en fortynning av TAE-bufferen. Fortynnet buffer (1 x TAE) ble brukt
i agarosegelen og i gelelektroforesekaret. Agarose er et linegert polysakkarid som er
bygd opp av disakkaridet agarobiose . Polysakkaridet kan
opplgses i vann ved oppvarming, og danne en gel ved nedkjgling, og kan brukes for a
fraksjonere DNA. | denne oppgaven ble agarosen opplast i fortynningen av TAE-
bufferen. Det ble ogsa tilsatt et fluoriserende stoff, GelRed® eller GelGreen® (Biotium,
Fremont, USA), for & synligjere bandene av PCR-produkter pa gelen ved billedtaking
under UV-lys. De fluoriserende stoffene er miljgvennlige, sensitive, trygge og stabile a
bruke ved farging av dsDNA, ssDNA eller RNA i agarosegeler . Videre
ble gel-loading bufferen GelPilot® Loading Dye, 5X (Qiagen, Hilden, Tyskland) brukt
for a gi pravene farge, og bidra til a gjare appliseringen av dem i gel-brannene enklere
. Gel-loading bufferen bestar av tre fargestoffer som indikerer hvor langt
DNA hadde vandret i gelen i Igpet av gelelektroforese. Migrasjonsdistansen i TAE-
buffer i 1 % gel for de ulike fargestoffene var 3000 bp for Xylene cyanol (lysebla), 400
bp for Bromophenol blue (mgrkebla) og <100 bp for Orange G (oransje).
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2.6.4 Spektrofotometer og fluorometer

For a male renheten av dsDNA i en prgve kan et spektrofotometer benyttes
| denne oppgaven ble NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) brukt. Et slikt apparat maler absorbansen av alle molekyler i praven pa
innstilt belgelengde. Ved 260 nm absorberes bade nukleotider, RNA, ssDNA og
dsDNA. Disse komponentene vil derfor bidra til prgvens totale absorbsjon. Far bruk av
et spektrofotometer ma derfor praven renses. For & male renhet av DNA brukes ratioen
Aosoi280. Rent DNA anses for & vaere rundt 1.8. Hvis nivaene er lavere kan det veere
kontaminanter som fenoler og proteiner tilstede. En annen ratio som brukes er A2so/230.
Den brukes for & male renhet av nukleinsyrer. Disse verdiene er ofte hgyere enn
verdiene for Aoeozso, med nivaer fra 2.0-2.2. Hvis ratioen er lavere kan det veere
kontaminanter tilstede.
Ved maling av DNA konsentrasjonen, ble Qubit® 2.0 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) benyttet i denne oppgaven. Dette fluorometeret kan kvantifisere DNA, RNA og
proteiner ved bruk av veldig falsomme og ngyaktige fluorescensbaserte Qubit™
kvantitetsanalyser . Ved a benytte spesielle
fargestoffer som er selektive for dsDNA, RNA og proteiner, vil kun

molekylkonsentrasjonen av interesse males, og ikke forurensende kontaminanter.

2.6.5 Gensekvensering

2.6.5.1 Sanger-sekvensering (16S rRNA og resistensgener)
Gensekvensering er en metode for a «avlese» arvestoffet til en bakterie

. For & undersgke slektskapet mellom arter og klassifisere bakterier blir
16S ribosomal RNA i stor grad benyttet ved gensekvensering i laboratorier verden
rundt. Genet er passe stort (1500 bp) og skal derved bidra med tilstrekkelig, n@dvendig
informasjon. Det finnes hos alle prokaryoter, og funksjonen til genet har ikke endret
seg stort over tid. Vanligvis brukes 16S rRNA gensekvensering ved identifisering av
en ukjent bakterie eller isolater med karakteristikker som kan tolkes pa flere ulike
mater. Likevel er resultater fra slik gensekvensering ikke alltid helt sikker. Forskere har
strevd med a skille slekter og/eller arter fra f.eks. familien Enterobacteriaceae ved bruk

av 16S rRNA Sanger-sekvensering. Anbefalte kriterier ved artsidentifisering er at det
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foreligger en sekvenslikhet pa minst 99 %, og at minst 800 bp, ideelt sett over 1000
bp, sekvenseres ved 16S rRNA gensekvensering.

| denne oppgaven ble Sanger-metoden benyttet for a karakterisere hvilke
bakteriestammer (16S rRNA) og resistensgener (singelpleks og multipleks PCR) som
var i PCR-produktene fra innhentede vannpraver. Resistensproduktene ble amplifisert
ved PCR, og bekreftet eller avkreftet med Sanger-sekvensering
Samtidig som dNTP ene tilsettes og en primer, tilsettes ogsa dideoksynukleotider
(ddNTP) som kan forhindrer DNA-polymerase i & elongere enkelttraden av DNA.
Primeren og DNA-polymerasen kan dermed starte sekvenseringen pa nytt fra 3'-
enden til primeren. Produktene som kommer ut er fragmenter av DNA med ulik lengde
og ddNTP i endene markert med et fluoriserende fargestoff som representerer hver
base. Ved kapilleerelektroforese separeres DNA fragmentene far basene kan pavises
med laser, og danne et kromatogram basert pa baserekkefglgen. Figur 4 illustrerer
hvordan Sanger-sekvensering foregar, og et eksempel pa utseende til en sekvens fra

Sanger resultater er vist i vedlegg A, figur A1 (CTX-M-15 som hgrer til ESBLA).
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Figur 4. Sanger-sekvensering
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2.6.5.2 Helgenomsekvensering med MinlON

Analyse av hele genomet til en bakterie ved hjelp av nanopore-sekvensatoren MinlON,
er en mobil, rask og relativt billig metode & gjennomfare helgenomsekvensering pa (Lu
et al., 2016). Metoden kalles ogsa for tredjegenerasjonssekvensering. Sammenlignet
med tidligere sekvenseringsmetoder viser helgenomsekvensering hovedsakelig
lengere sekvenser (fra ti til titusener baser per avlesning), kortere sekvenstid (fra dager
til timer), og feerre eller ikke-eksisterende sekvensfeil introdusert av PCR amplifisering.
MinlON er liten i bade vekt og volum, og kan kobles til en laptop. Identifikasjonen av
hele DNA-sekvenser foregar ved at MinlON maler endringer i elektriske signaler (en
forstyrrelse) nar arvematerialet passerer gjennom en nanopore i apparatet. Figur 5
viser hvilke bestanddeler apparatet bestar av, hvor nanoporene er plassert, og hvordan

DNA avleses.

‘

.
~ ““s\“ MInION Mk

Figur 5. Oppbygningen av MinlON-apparatet (Lu et al., 2016), samt en illustrering og forstarrelse av

hvordan DNA sekvenseres gjennom en nanopore gverst t.h. (Churko et al., 2013).
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3.0 Metoder og materialer

3.1 lllustrering av prosessen

Det ble tatt en vannprove fra Andedammen 13.02.2018 (av professor Bjgrn-Arne
Lindstedt) og to vannprgver fra Niagarabekken 27.02.2018 (av Hedvig Skaflem og
Sissel Solberg). Vannprgvene som ble brukt i denne oppgaven ble kalt for H1, H2, og

H3. Flytskjema over prosessen for analyser og forsgk vises i figur 6 og 7.

1. Tre vannpraver innhentet fra NMBU campus

4

2. Sedimentering ved 4°C i et dagn

4

3. Grovfiltrering _— 4_Finfiltrering

4 4

5. Plassering av filtrerte vannpraver pa Brilliance™
ESBL, Brilliance™ CRE, Brilliance™ MRSA2 og
Brillisnce™ STAPH24 Agar

4

6. Inkubering ved 37°C og rendyrking

4

7. Inokulering i “Brain heart Infusion” buljong

\

8. Inkubering ved 37°C i 1-2 dagn

Figur 6. Flytskjema over fenotypisk deteksjon av resistente bakterier i vannprover (1-8)
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9. Isclering og ekstrahering av DNA fra rendyrkede
praver med GeneElute™ Bacterial Genomic DNA kit

\ 4

10. DNA-kvantifisering med Qubit® 2.0, og
renhet av DNA maélt med Nanodrop 2000

\ 4

11. Multipleks og Singelpleks PCR

¥

12. Agarose gelelektroforese

\ \

13a.Utva|9te praver 13b. Utvalgte praver
sendes til Sanger- helgenomsekvenseres
sekvensering (165 rRNA med MinlON

og ARG) i Tyskland

\

14 Bestemmelse av
bakterieart og ARG
med nBLAST pd NCBI
sine netisider

Figur 7. Flytskjema over molekylcer karakterisering og genotypisk deteksjon av resistente bakterier i vannprover
(pkt. 9-14). Gjennomfort etter fenotypisk deteksjon (figur 6).
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3.2 Prgveinnsamling

Fra Andedammen vinteren 2018 ble vannprgve H1 innhentet, mens H2 og H3 ble
hentet fra Niagarabekken. For & fa tilgang til vannet ble isen knust med et skarpt
redskap pa utvalgte steder. Autoklaverte blatoppflasker (500 ml) ble fylt med vann, og
lagt i kjgleskap over natten slik at vannet kunne sedimentere. Figur 8 viser en oversikt

over lokasjonene vannprgvene ble hentet fra pa NMBU campus.

Figur 8. Kart over omrade for praveuttak. Prave H1 ble hentet ut fra Andedammen, mens prave H2 og
H3 ble hentet ut fra Niagarabekken.

Det ble ogsa hentet inn jordprgver 01.09.2017 (av stipendiat Misti Dawn Finton) ved
Andedammen pa NMBU campus. Jordprgvene som ble analysert i denne oppgaven
var M9, samt M15-M20. De var blitt rendyrket pa selektive skaler, isolert og ekstrahert
pa forhand av Misti Dawn Finton. Analysene som ble gjort av jordpr@vene i denne
oppgaven var multipleks og singelpleks PCR, agarosegelelektroforese og Sanger-

sekvensering (16S rRNA og resistensgener).
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3.3 Pavisning av resistensbakterier pa selektive skaler

For & unnga en opphoping av smuss, planterester o.l. som kan vokse pa utvalgte
vekstmedier og gi misvisende resultater, ble vannprgven fra Andedammen og
Niagarabekken filtrert. Vannet ble filtrert med et grovfilter (Whatman® Quantitative
Filter Papers, diameter pa 150 mm (100 pcs), GE Healthcare Life Sciences, grade
589/1). Videre ble vannpravene finfiltrert gjennom cellullosefilteret EZ-Pak®, 47 mm,
med porestarrelse 0.22 um (Merck, Darmstadt, Tyskland) pa en Microfil Support
Stainless Steel Frit MISP00002 (Merck) som var koblet til vasken med et plastrgr. Det
filtrerte vannet kunne via trykk fra vannet i vasken ga gjennom tuben og ut i sluket.
Hele prosessen foregikk sterilt. Pinsetten, som ble brukt til & overfgre cellullosefilteret
over til det porgse filteret EZ-Fit™ (Merck) i rustfritt stal pa apparatet, ble sterilisert far
bruk. Det samme ble filteret i rustfritt stal. Over cellullosefilirene ble det plassert
plastbegre med hull nederst som skulle fylles opp med 100 ml fra hver vannprgve. |
lapet av filtreringen ble lukene i apparatet apnet sakte mens filtreringen pagikk.

Etter grovfiltrering ble 50 ml vann hentet ut av kolben med en pipette, overfgrt
pa selektive skaler, og platet ut med plastpodenaler. Fgr skalene ble inkubert ved
37°C, stod de litt og terket. Skalene som ble brukt var Brilliance™ ESBL, Brilliance™
CRE, Brilliance™ MRSA2 Agar, og Brilliance™ STAPH24. De ble inkubert ved 37°C i
et dogn. Ved eventuell vekst ble de resistente bakteriekoloniene strgket ut pa nye
skaler for a rendyrke koloniene. Finfilterene ble ogsa inkubert pd de samme
dyrkningsmediene (tre av hver) som det grovfiltrerte vannet, ekskludert Brilliance™
STAPH24. Bakteriekolonier fra inkuberte finfiltre ble rendyrket pa tilsvarende mate,
inkludert Brilliance™ STAPH24. Etter rendyrking ble de resistente bakteriekoloniene
overfart til «brain heart infusion»-buljong med en podenal og inkubert ved 37°C i et
dagn for a gke konsentrasjonen av bakterier. Pa denne maten kan DNA-isoleringen
bli enklere & gjennomfgre og bidra til a gi et starre utbytte.

| tillegg til vannprevene ble ogsa mecC MRSA og Bacillus spp. undersgkt pa
Brilliance™ MRSA2 Agar (ikke tatt med i oppgaven). Jordprgver innhentet hgsten 2017
inneholdt angivelig mecC MRSA basert pa Sanger-sekvensering (masteroppgaven til
Lillebakk). Det var vekst pa den selektive skalen, hvor Bacillus spp. skal ha levd i
symbiose med og beskyttet MRSA ved & lage en biofilm rundt bakterien. Videre
analyser i mikroskop (Leitz, Dialux 22) viste derimot at det bare var Bacillus spp. med

sporer pa skalen. Det er uvisst hva som hendte med mecC MRSA.
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3.4 Isolering og ekstrahering av DNA

Ved vekst pa de selektive skalene etter rendyrking, ble kolonier plukket ut for DNA-
isolasjon. For & isolere DNA ble det brukt et kit som heter GenElute™ Bacterial
Genomic DNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Produsentens protokoll «Technical
Bulletin» for G* bakterier ble fulgt under rensingen, bortsett fra ved tilsetting av Elution
buffer pa siste trinn. Da ble SequalPrep™ Normalization Elution Buffer (Thermo Fisher
Scientific Inc.) brukt istedenfor. Dette skyldes at den ikke inneholder EDTA som kan
hemme sekvenseringen. Pelleten ble samlet opp etter sentrifugering av de rendyrkede

vannprgvene etter rensing.

3.5 Indikering av resistensgener med PCR

Fra de tre filtrerte vannpravene, ble det positiv vekst pa 15 selektive kromogene skaler
etter rendyrking. Fra disse mediene ble DNA isolert og amplifisert ved bruk av
multipleks og singelpleks PCR. Fremgangsmate for tillaging av reaksjonsmiksen ble
gjennomfart ved a falge produsentens anvisninger hentet fra « QIAGEN Multiplex PCR
Kit» (Qiagen). | denne oppgaven ble multipleksene ESBL 1-4, CAR 1 og 2, og MRSA
brukt ved multipleks PCR med DNA-templatene. Disse miksene ble brukt for a
henholdsvis undersgke om det var ESBL-, karbapenemase- og MRSA-genotyper i
pravene. Singelpleksene ble handtert enkeltvis, med en F- og en R-primer (Thermo
Fisher Scientific Inc.). En oversikt over primerparene og primersekvensene i
multipleksene er vist i vedlegg C, tabell C1, C2 og C3. Primersekvensene er ogsa de
samme for singelpleksene som ble benyttet. Multipleks- og singelplekslgsningene ble
oppbevart i fryseren (- 20 °C), og ble tint pa is og vortexet far bruk. Tabell 1 viser en

oversikt over reaksjonsoppsettet for PCR.
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Tabell 1. Reaksjonsoppsett for multipleks og singelpleks PCR.

Bestanddeler Volum (ul) per reaksjon
CAR- og ESBL- MRSA-multipleks
multipleks

Reaksjonsmiks:

- 2 x QIAGEN Multiplex 12.5 12.5
PCR Master Mix
- 10 x primer mix (2 uM av 2.5 4.0
hver primer)
-  RNAse-fritt vann 9.0 6.5
DNA-templat 1.0 2.0
Totalt 25.0 25.0

1.25 pl for singelpleks primer F og R

De ulike Igsningene i tabell 1 ble pipettert over i hvert sitt PCR-rgr, vortexet og
sentrifugert. DNA-templatet ble tilsatt til slutt. Totalt skulle det vaere 25 ul i blandingen.
Far bruk av singelpleksene matte de fortynnes, da Igsningene inneholdt 100 uM, og
det var gnskelig med 2 uM i denne oppgaven.

For a amplifisere utvalgte omrader pa ekstrahert DNA-templat fra vann- og
jordpraver ble multipleks PCR benyttet. Basert pa hvilke prgver som var positive etter
rendyrking, ble primere plukket ut til singelpleks PCR. Hver multipleksprimermiks
bestod av tre-fire primerpar, hvorav hvert par hadde to primere som kunne avlese hver
sin adskilte enkeltrad med DNA. PCR ble gjennomfgrt i maskinen SimpliAmp Thermal
Cycler (Thermo Fisher Scientific Inc.). Tabell 2, 3 og 4 viser temperaturprofilene som

ble brukt for de ulike multipleks og singelpleks PCR-reaksjonene.
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Tabell 2. Temperaturprotokoll 1 brukt under PCR for DNA-templat kjgrt med CAR-multipleks og
tilherende singelpleks-primere.

Trinn Tid (min) | Temperatur (°C) | Antall sykluser
1. Aktivering av DNA polymerase | 15:00 95.0 1x
2. Denaturering 00:30 94.0
Hybridisering 01:30 60.0 30 x
Polymerinsering 01:30 72.0
3. Endelig polymerisering 10:00 72.0 1x
Avkjaling o0 4.0

Tabell 3. Temperaturprotokoll 2 PCR-program brukt for DNA-templat kjgrt med ESBL-multipleks og
tilherende singelpleks-primere.

Trinn Tid (min) | Temperatur (°C) | Antall sykluser
1. Aktivering av DNA polymerase | 15:00 95.0 1x
2. Denaturering 00:30 94.0
Hybridisering 01:30 62.0 28 x
Polymerinsering 01:30 72.0
3. Endelig polymerisering 10:00 72.0 1x
Avkjaling o0 4.0
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Tabell 4. Temperaturprotokoll 3 PCR-program brukt for DNA-templat kjert med MRSA-multipleks og

tilherende singelpleks-primere.

Trinn Tid (min) | Temperatur (°C) | Antall sykluser
1. Aktivering av DNA polymerase | 05:00 94.0 1x
2. Denaturering 00:30 94.0
Hybridisering 01:00 59.0 30 x
Polymerinsering 01:00 72.0
3. Endelig polymerisering 10:00 72.0 1x
Avkjaling o0 4.0

3.6 Separering av DNA med agarosegelelektroforese

For a skille og kartlegge hvilke amplifiserte DNA-segmenter fra PCR som var tilstede,
ble det gjennomfart en gelelektroforese med agarosegel. For visualisering av ESBL-
gener pa gel ble 1 % brukt, mens 2 % ble brukt for MRSA, fordi PCR-produktet for
MRSA er mindre. | dette kapittelet har 1 % agarosegel blitt beskrevet. Gelen ble satt
sammen av et agarosepulver, en buffer og et fluoriserende fargestoff. Fgr tillaging av
agarosegel ble TAE-bufferen tillaget. MilliQ-vann og 50 x konsentrert TAE buffer (Bio-
Rad Laboratories Inc, Hercules, USA) ble blandet for & lage en 1 x TAE buffer. En
malesylinder (2000 ml) ble tilsatt 40 ml 50 x konsentrert TAE buffer, og fortynnet med
1940 ml av-ionisert vann fra MilliQ. Videre ble det veid opp 0,5 g agarose (SeaKem®
LE Agarose, Lonza Rockland, USA) som ble Igst i 50 ml 1 x TAE buffer. Lgsningen ble
varmet opp i mikrobglgeovn pa max Watt i 30 sekunder og 600 Watt i 30 sekunder.
Etter oppvarming ble agaroselgsningen avkjglt ved romtemperatur. Da lgsningen var
kjglt ned, ble 2,5 ul GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium) eller GelGreen™ Nucleic
Acid Stain tilsatt og blandet. Videre ble Igsningen helt over i en vatret gelstapeform
med en brgnnkam. Etter at gelen var ferdig sterknet, ble den lagt over i et
gelelektroforesekar fylt med 1 x TAE-buffer opp til max-merket.

Hvert PCR-produkt (5 ul) ble mikset med 3 ul Agarose Gel Loading Dye 6 x
(Amresco®, Solon, Ohio, USA) og 2 ul dH20 far applisering. Ved applisering ble 10 pl
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av blandingen overfgrt til hver sin brgnn i gelen. | tillegg til produktene fra PCR ble det
pasatt 10 ul «ladder», eller en sakalt «starrelsesmarkar» pa gelen. | denne oppgaven
ble Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs Inc., Ipswich,
USA) benyttet. Til slutt ble elektroforesen kjgrt ved rundt 100 Vi 1-1,5 t ved & koble
elektrodene fra karet til en Bio-Rad PowerPac 300 (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, USA). For & fotografere ferdigkjart gel ble gelen lagt under UV-lys i en
Molecular Imager® Gel Doc™ XR Imaging system (Bio-Rad Laboratories Inc,
Hercules, USA), og bruke programmet Quantity One v.4.6.7 (Molecular Imager®, Bio-

rad Laboratories Inc.). Ferdig gelbilde indikerte gentyper tilstede.

3.7 Kvantifisering og renhetsmaling av DNA

Spektrofotometeret NanoDrop 2000 (Thermo Fisher scientific Inc.) og programvaren
NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fisher scientific Inc.) ble brukt for & avlese og
handtere absorbansinformasjon om renset DNA. For a kalibrere spektrofotometeret
ble farst 2 ul destillert vann plassert over den optiske linsen. Deretter ble alle de isolerte
DNA-prgvene avlest pa 260 nm og 280 nm med samme volum pa samme optiske
linse. Etter avlesing av resultater, og fgr applisering av ny prave, matte rester tgrkes
bort med tarkepapir.

Kvantifisering av renset DNA ble utfgrt ved hjelp av fluorometeret Qubit® 2.0
(Life technologies, Thermo Fisher Sientific Inc.), som detekterer veldig lave
konsentrasjoner av DNA, RNA og proteiner. Antall praver som skulle kvantifiseres
representerte bokstaven «n». For & lage en Qubit arbeidslgsning ble 1 * n pl Qubit®
dsDNA broad range (BR) Reagent (Life technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.)
mikset med 199 * n ul Qubit® dsDNA BR Buffer (Life technologies, Thermo Fisher
Scientific Inc.). Deretter ble 2 ul av de rensede prgvene blandet med 198 ul av
arbeidslgsningen, mens de to standardslgsningene ble laget ved & blande Qubit®

dsDNA BR Standard #1 og Qubit® dsDNA BR Standard #2 med 190 pl arbeidslgsning.
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3.8 Forberedelse til Sanger-sekvensering (16S og ARG)

DNA-templatene isolert fra vannprgvekoloniene oppdyrket pa selektive skaler, ble
amplifisert med PCR far de ble sendt til Sanger-sekvensering. Primere som ble brukt
for a finne bakteriestammen var 16S rRNA primerne 1F og 5R, mens primere
komplimenteere til enkelte resistensgener (singelpleks) ble brukt ut ifra hvilke positive
gelband som oppstod etter kjgring med multipleks PCR. Amplifisering av 16S rRNA og
gelelektroforese ble ogsa gjennomfart for & se om det var nok DNA i pragvene til
Sanger-sekvenseringen. Prgvene som viste band pa riktig sted pa gel ble brukt videre.
Et annet kriteria som matte oppfylles for & kunne sende pravene til Sanger, var at ved
kvantifisering etter PCR-kjgring matte konsentrasjonen ligge mellom 20 og 80 ng/pl.
Dable 5 ul prave og 5 ul 16S rRNA primere (2,5 ul av F og R) mikset i et eppendorfrar,
far de ble sendt til Sanger-sekvensering (GATC Biotech AG, Kaln, Tyskland). Disse
prgvene ble sendt for & identifisere bakteriestammer i pravene. Hvis resistensgenene
skulle identifiseres ved Sanger-sekvensering ble bare en singelpleks-primer
(«forward») tilsatt siden genene er relativt sma (<800 bp). Sekvensen til 16S rRNA
genet anses derimot for a veere relativt stor, derfor brukes bade F- og R-primer.
Reaksjonsoppsettet og temperaturprofilen som ble fulgt ved amplifisering av
16S rRNA ble hentet fra «iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase» (Bio-rad
Laboratories Inc). Tabell 5 viser hvilket primerpar som ble brukt ved 16S rRNA
amplifisering. Komponentenes volum og konsentrasjoner star oppfart i tabell 6. Mens
temperaturprotokoll for 16S rRNA, gjennomfgrt i en SimpliAmp Thermal Cycler
(Thermo Fisher scientific Inc.), vises i tabell 7. Produktene ble sendt til firmaet GATC

Biotech AG for Sanger-sekvensering.

Tabell 5. Primere brukt ved 16S rRNA amplifisering og far innsending til Sanger-sekvensering.

Primer Sekvens (52> 3) Malgen | Produktstorrelse (bp)
1F GAGTTTGATCCTGGCTCAG | 16S 1505
5R GGTTACCTTGTTACGACTT rRNA
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Tabell 6. Amplifisering av 16S rRNA genet fra vannprover ved PCR.

Reagent Start- Slutt- Volum (pl) per
konsentrasjon |konsentrasjon| reaksjon

Iproof HF buffer 5 X 1x 8.0
dNTP 10 mM 200 uM 0.8
Primer 1F 5 uM 0.25 uM 2.0
Primer 5R 5uM 0.25 uM 2.0
Sterilt H20 - - 248
Iproof DNA polymerase 2 U/l 0.02 U/ul 0.4
DNA-templat 5-100 ng/ul 7.5-150 ng 2.0
Totalt 40.0

Tabell 7. Temperaturprotokolll 4 for 16S rRNA amplifisering av DNA-templat far 16S-sekvensering.

Trinn Tid (min) | Temperatur (°C) | Antall sykluser
1. Aktivering av DNA polymerase 00:30 98.0 1x
2. Denaturering 00:15 98.0
Hybridisering 00:30 53.0 35 x
Polymerinsering 00:20 72.0
3. Endelig polymerisering 10:00 72.0 1x
Avkjaling o0 4.0

For & fierne primere etter PCR-kjgring av 16S rRNA og ARG, ble DNA renset. Kittet
som ble brukt heter GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich), og produsentens

anvisninger i protokollen ble fulgt. Far innsending til Tyskland for Sanger-sekvensering

ble 16S rRNA 1F og 5R primerne blandet separat i hvert sitt eppendorfrar med

amplifisert DNA-templat. Det skulle veere 5 ul PCR-produkt og 5 ul primer. For
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resistensgenene ble det kun brukt F primer (samme som ved PCR-kjgring), grunnet
kortere basesekvens. De ble ogsa fortynnet fra 100 til 2 uM. Samme volum som 16S
rRNA ble imidlertid benyttet, bortsett fra hvis konsentrasjonen av amplifisert DNA-
templat var <7 ng/ul. Da skulle 7 ul PCR-produkt og 3 pl primer tilsettes. Til slutt ble

ID-lapper Klistret pa sine respektive eppendorfrar.

3.9 Data-analysering

For & analysere resultater fra Sanger-sekvensering (16S rRNA og ARG) ble
programmet Nucleotide Basic Logical Alignment Search Tool (nBLAST) fra nettsidene
til National Center for Biotechnology Information Search database (NCBI) benyttet

. For blast ble DNA-sekvensene redigert og satt sammen til en sekvens
ved hjelp av redigeringsprogrammet BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, USA). Her
ble darlige sekvensomrader fiernet, for de deretter ble satt sammen ved hjelp av
«contig assembly program» til en contig-O sekvens som lages i Fastaformat og
BLASTER. Programmet ble brukt for & kartlegge sekvenslikheter mellom regioner av
baser pa innsendte vannprgver og sekvenser i databasen til BLAST. Dette inkluderte

bade resistensgenene og 16S rRNA.

3.10 Forberedelse til helgenomsekvensering (MinlON)

For a detektere gener som koder for ESBL og bakterier som produserer ESBL, skulle
DNA helgenomsekvenseres ved bruk av et lite, mobilt instrument kalt MinlON (Oxford
Nanopore Technologies, Oxford, UK). De 6 PCR-produktene som ogsa ble sendt til
Sanger-sekvensering (16S rRNA og ARG) skulle ogséa bli nanopore-sekvensert med
instrumentet. En protokoll for forberedelse av helgenomsekvensering, bestaende av
Rapid Barcoding Sequencing Kit (Oxford Nanopore Technologies) skulle bli
gjennomfart av stipendiat Misti Dawn Finton og professor Bjgrn-Arne Lindstedt som er
ansatt ved KBM, NMBU.
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4.0 Resultater

4.1 Fenotypisk pavisning av resistente bakterier

For & undersgke de fenotypiske egenskapene til resistensbakteriene i denne

oppgaven, ble det giennomfgrt en fargescreening av selektive kromogene skaler.

Innhentede vannprgver ble forst fin- og grovfiltrert, for deretter a bli overfgrt til
Brilliance™ ESBL, Brilliance™ MRSAZ2, og Brilliance™ CRE agarskaler. Bla, beige og

rosa kolonier ble s& overfart til tilsvarende medier, samt Brilliance™ STAPH24, etter

inkubering og rendyrket. Eksempler pa hvordan to av de finfiltrerte skalene sa ut med

vekst er vist i vedlegg B, figur B1. Tabell 8 viser en oversikt over petriskaler med

rendyrkede kolonier fra de filtrerte vannprgvene (H1, H2 og H3).

Tabell 8. Resultater fra rendyrking av vannpraver pé selektive skaler.

Vannprover Selektive kromogene skaler Fargereaksjon Antagelser
H12 Bla Klebsiella,
(prove 3) Enterobacter, Serratia
og Citrobacter (KESC)
Brilliance™ CRE (CRE-positiv)
H13 Lyserosa Usikker
(prove 15)
Brilliance™ MRSA2
H2? Mgarkebla E. coli
(prove 2)
' Brilliance
H2? Rosa E. coli
(prove 4)
Brilliance™ CRE (CRE-positiv)
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H2? Beige/blek brun | Proteus, Morganella,
(prove 5) Providencia
Brilliance™ ESBL
H2?2 Grgnn Klebsiella,
(prove 8) Enterobacter, Serratia
og Citrobacter (KESC)
Brilliance™ ESBL
H22 Rosa E. coli
(prove 9)
Brilliance (CRE positiv)
H2?2 Mearkebla E. coli
(prove 11)
Brilliance'" ESBL
H2?2 Rosa E. coli
(prove 12)
Brilliance (CRE-positiv)
Beige/blek brun | Proteus, Morganella,
Providencia
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Hvit/beige Usikker
Brilliance™ STAPH24
Mgrkebla E. coli
Brilliance™ ESBL
Lysegul Pseudomonas
Berilliance
Lysebrun Usikker
Brilliance™ STAPH24
Denimbla MRSA
Brilliance™ MRSA2

2 Fra finfilter, * Fra grovfilter

Fargescreening av selektive skaler viste varierte resultater, bade mellom og innad i
pravene (tabell 8). Bla, rosa og gule kolonier vokste frem pa fem Brilliance™ CRE
Agar. Pa seks Brilliance™ ESBL skaler ble det observert lysebrune, markebla, og
grenne kolonier. Pa Brilliance™ MRSA2 mediene var det denimbla kolonier.
Lysebrune og hvite bakterier vokste pa Brilliance™ STAPH24 Agar. Basert pa

kolonifargene ble det notert antagelser om hvilke bakterier som vokste pa skalene.
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4.2 Genotypisk pavisning av resistensgener

4.2.1 Konsentrasjon og absorbans til isolert DNA

Kvantifisering og renhentsmaling av isolert DNA fra rendyrkede vannprgver ble

gjennomfart og vist i tabell 9.

Tabell 9. Konsentrasjon og absorbans til isolert DNA fra rendyrkede vannprgver.

Provenr. | Konsentrasjon (ng/ul) A2z60/280 A260/230

1 83.8 1.88 1.74
2 150.0 1.84 1.87
3 1.7 1.63 0.14
4 57.4 1.80 1.48
5 207.0 1.87 1.94
6 34.4 1.37 0.56
7 141.0 1.85 2.04
8 161.0 1.85 1.80
9 111.0 1.86 1.94
10 134.0 1.90 1.95
11 102.0 1.84 1.79
12 99.4 1.86 1.87
13 2.8 1.45 0.19
14 70.5 1.84 1.55
15 18.2 1.83 1.48

Blant de ekstraherte rendyrkede DNA prgvene varierte konsentrasjonene mellom 1,7
og 207 ng/ul (tabell 14). Ved hay konsentrasjon ble pravevolumet redusert far PCR-
kjgring. Tilsvarende justeringer ble ogsa gjennomfgrt med praver som hadde for lave
konsentrasjoner av DNA, men da ble volumet doblet. Konsentrasjonen til PCR-
produktene etter rensing ble ogsa malt med fluorometer fgr de ble sendt til Sanger-
sekvensering. Dette var for & forsikre at konsentrasjonene var hgye nok. Forholdet
Azeo/Azso skulle helst ligge pa ca. 1,8. Her var resultatene relativt fine, utenom tre som
var litt lave. Renheten skulle derfor vaere god nok for videre analyser. Videre skulle
ratioen Azeo/A230 vaere mellom 2 og 2,2. Her 1 nesten alle nivaene <2, som kan tyde

pa saltforurensning. Det ble fokusert pa farstnevnte ratio i denne studien.
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4.2.2 Pavisning av resistensgener med PCR og gelelektroforese

4.2.2.1 Karbapenemase-genotyper i vannprgver

For a finne ut om det var karbapenemase-genotyper i pravene 1-12, ekskludert prove
6, ble multipleks CAR1 og CAR2 brukt. En oversikt over primerne i de ulike
multipleksene er vist i vedlegg C, tabell C1. De utvalgte pravene ble plukket ut, da de
viste vekst pa Brilliance™ ESBL og Brilliance™ CRE Agar etter rendyrking. Multipleks-
og singelpleks PCR ble utfart og resultatene fra amplifisering er vist i tabell 10. Bilder
fra agarosegelelektroforese vises i vedlegg D, figur D1 og D2. At PCR-produktene var

positive vil si at enzymene mest sannsynlig var tilstede i prgvene.

Tabell 10. Amplifisering og elektroforese for a finne karbapenemaser i vannpraver.

Multipleks CAR1 CAR2

Primere CMY-2 OXA-48 IMP VIM NDM SFC KPC
Antall prgver 11 11 11 11 1M1 1M1 1M1
Positive prgver 5 0 0 0 0 0 0

PCR-produkter fra multipleks CAR1 gav noen positive band (tabell 10, figur D1).
Multipleks CAR2 viste derimot bare negative resultater. De svake bandene pa gelbildet
i figur D1 indikerte en mulig tilstedeveerelse av genet blacuy (188 bp) eller/og blaoxa-s
(281 bp)iprave 2,7,9, 11, og 12. Svake band pa PCR-produktet til singelpleks paviste

blacwmy i alle tilsvarende rensede prgver (figur D2).

4.2.2.2 ESBL-genotyper i vannprgver

Ved detektering av ESBL-genotyper i prgvene 1-12, ekskludert prove 6, ble
multipleksene M1-M3 brukt. Disse pr@vene ble valgt, da de viste vekst pa Brilliance™
ESBL og Brilliance™ CRE Agar etter rendyrking. Innholdet til de ulike multipleksene
er vist i vedlegg C, tabell C2. Multipleks og singelpleks PCR utfgrt og resultatene fra
amplifisering er vist i tabell 11. Bilder fra agarosegelelektroforese er vist i vedlegg D,
figur D3 og D4. At PCR-produktene var positive vil si at enzymene mest sannsynlig var

tilstede i pravene.
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Tabell 11. Resultater fra amplifisering og elektroforese for detektering av ESBL i vannpraver.

Multipleks ESBL 1 (M1) ESBL 2 (M2) ESBL 3 (M3)

Primere Oxa CTX | TSOO | TSOS | CTX | CTX | TSOT | NDM | VIM | KPC
438 Gp2 Gp9 | Gp1

Antall praver 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11

Positive prgver 0 0 0 0 0 3 6 0 0 0

PCR-produkter fra multipleks ESBL1 og ESBL3 viste ingen positive band (tabell 11,
figur D3). De rensede og amplifiserte provene 2 og 7-12 viste derimot positive
resultater pa gelbildet for multipleks ESBL2 i figur D3. Seks sterke band indikerte at
det var en tilstedeveerelse av genet blactx-m (gr. 1) (688 bp) eller/og blatem (800 bp) i
prove 2, 7,9, 11, og 12. Vedlagt figur D4 viser tydelige band rundt 800 bp for alle PCR-
produktene til singelpleksene. Prgve 2, 8, og 11 viste tydelige band rundt 688 bp som
indikerer en tilstedeveerelse av blactx-m (gr. 1), mens PCR-produktene 2, 7, 8, 9, 11,

og 12, viste band rundt 800 bp, som indikerer tilstedeveerelse av blatem.

4.2.2.3 MRSA-genotype i vannprgver

For a undersgke om pragve 13-15, inkludert prgve 6, inneholdt gener som kodet for
MRSA, ble multipleksen for MRSA brukt. Primerparene og primeresekvensene i
multipleksen vises i vedlegg C, tabell C3. Prgve 13-15, samt 6, ble plukket ut siden de
vokste pa Brilliance™ MRSA2 og Brilliance™ STAPH24 Agar etter rendyrking.
Multipleks PCR ble utfgrt og resultatene fra PCR er vist i tabell 12. Bilder fra
agarosegelelektroforese er vist i vedlegg D, figur D5. At PCR-produktene var positive

vil si at enzymene mest sannsynlig var tilstede i prgvene.

Tabell 12. Resultater fra PCR og gelektroforese for detektering av MRSA fra prover.

Multipleks MRSA

Primere spa mecA pvl mecALca25s1
(mecC)

Antall prgver 4 4 4 4

Positive prgver 0 0 0 0

Utfallet av gelelektroforesen viste at alle PCR-produktene fra multipleks MRSA gav
negative band pa gel (tabell 12, figur D5). PCR med multipleks MRSA ble ogsa utfgrt

med jordprgve M9, men resultatet var negativt (figur D5).
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4.2.2.4 Karbapenemase-genotyper i jordpraver

Ved detektering av karbapenemasegener i prave M18-M20 ble multipleksene CAR1
og CAR2 brukt. Oversikten over primerparene og primersekvensene i de ulike
multipleksene er vist i vedlegg C, tabell C1. Multipleks PCR ble utfart og resultater fra
PCR-kjgring av de ovennevnte jordprgvene er vist i tabell 13. Bilder fra

agarosegelelektroforese er vist i vedlegg D, figur D6.

Tabell 13. Resultater fra PCR og gelelektroforese for detektering av karbapenemase i jordpraver.

Multipleks CAR1 CAR2

Primere CMY2 OXA48 IMP VIM NDM SFC KPC
Antall prgver 3 3 3 3 3 3 3
Positive prgver 0 0 0 0 0 0 0

PCR-produktene applisert og kjart pa gel viste at det ikke ble pavist noen positive band
(tabell 12, figur D6).

4.2.2.5 ESBL-genotyper i jordpraver

Ved detektering av ESBL-gener i prgvene M15-M17 ble multipleksene M1-M4 brukt.
Oversikten over primerparene og primersekvensene i de ulike multipleksene er vist i
vedlegg C, tabell C2. Multipleks og singelpleks PCR ble utfart og resultater fra PCR-
kigring av de ovennevnte jordprgvene er vist i tabell 14. Bilder fra

agarosegelelektroforese er vist i vedlegg D, figur D7, D8 og D9.

Tabell 14. Resultater fra PCR og gelektroforese for detektering av ESBL i jordprgver.

Multipleks ESBL 1 (M1) ESBL 2 (M2) ESBL 3 (M3)

Primere Oxa48 | CTX | TSOO | TSOS | CTX | CTX | TSOT | NDM | VIM | KPC
Gp2 Gp9 | Gp1

Antall prgver 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Positive 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0

PCR-produktet til ESBL1 viste et sterkt band som tilsa at prave M17 var positiv for
blactx-m (gr. 2) (404 bp), mens PCR-produktet til ESBL3 gav en indikator pa at prave
M15 var positiv for blanom (157 bp) (tabell 13, figur D7). Tilstedeveerelsen av genene
ble etterpravd med singelpleks, og viste positive resultater (figur D8 og D9). Det var
ingen positive band for PCR-produktene til ESBL2.
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4.2.3 Sanger-sekvensering av bakteriestammer (16S rRNA) og ARG

4.2.3.1 Pavisning av resistensgener fra rendyrkede vannprgver

Det ble pavist positive band med multipleks PCR kun i ESBL2 og CAR1 i pravene 2
og 7-12, som videre ble bekreftet med singelpleks PCR til & veere blacwy, blactx-m (gr.
1), og blatem (tabell 10 og 11). Positive PCR-resultater ble bekreftet med Sanger-
metoden, hvorpa genotypen for CTX-M (gr. 1) viste seg & veere CTX-M-15.

Resultatene vises i tabell 15.

4.2.3.2 Pavisning av resistensgener fra rendyrkede jordpraver

Ved analysering av ekstraherte jordpraver kjgrt med singelpleks PCR, ble blactx-m (gr.
2) og blanowm pavist (tabell 14). Videre analyser med Sanger-sekvensering viste derimot
at CTX-M (gr. 2) og NDM primerne bant seg til andre gener pa omtrent samme sted
med nesten samme lengde. Feilbinding av primeren CTX-M (gr.2) star vedlagt i figur
D1. De to gronne partiene gverst i vedlegg E1 viser hvilke baser som representerer
primeren CTX-M (gr. 2), F og R. Markerte partier pa sekvensen til Pseudomonas
rhodesiae sitt kromosom viser det som skal veere PCR-produktet. Sekvensene
primerne koblet seg pa var nesten komplimentzere med primerne, men ikke fullstendig.
Rosa partier viser avvik. Artefaktene i figuren var sakalte falske positive, og relativt lik
sekvensen og lengden til genet som CTX-M (gr. 2) primeren skulle binde seg til. Figur
E2 viser gnsket gensekvens: E. coli betalaktamase CTX-M (gr. 2). Sekvenslengden i
vedlegg E, figur E1, viser 407 bp PCR-produkt (artefakt), mens lengden i figur E2 viser
404 bp (CTX-M gr. 2). Resultatene vises i tabell 16.

4.2.3.3 Sanger-sekvensering (16S rRNA) av bakteriestammer

DNA-templater isolert fra de rendyrkede vannprgvene 2 og 7-12 ble amplifisert med
16S rRNA primer, renset og sendt tii GATC Biotech AG i Tyskland for Sanger-
sekvensering. Sekvensering av jordprgvene M15-M20 med 16S rRNA var gjennomfart
pa forhand av stipendiat Misti Dawn Finton. Resultatene av bakterieidentitet og

resistensgener for vannprgver vises i tabell 15 og for jordprgver i tabell 16.
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Tabell 15. Bakterieidentitet og resistensgener etter Sanger-sekvensering av vannpraver

Prove | Bakterieidentitet Prosent (%) | Resistensgener Prosent (%)
(Sanger) i nBLAST | i nBLAST (Sanger) i nBLAST | i nBLAST

1 - - - -

2 E. coli 99 blatem, 99

blacmy 99

3 B B B B

4 B B B B

5 - - - -

6 - - - -

7 E. coli 99 blatem, 99
eller Shigella spp. 99 blacmy 100

8 For lav konsentrasjon | - blactx-m-15, 100

blaTtem 99

9 E. coli, 99 blatem, 99
E. fergusonii 99 blacuy 99
eller S. flexneri 99

10 - - - -

11 E. coli, 99 blactx-m-15, 99
E. fergusonii, 99 blatem, 99
S. sonnei 99 blacmy 98
eller S. flexneri 99

12 E. coli, 99 blatem, 99
E. fergusonii 99 blacmy 100
eller S. flexneri 99

13 - - - -

14 - - - -

15 - - - -

Tabell 15 viser at bakterieidentiteten (16S rRNA) og identiteten til resistensgenene var
nesten 100 % for alle sekvenserte PCR-produkter. For 16S rRNA var antall bp over
1000 i nesten alle prgvene, og det var mest sannsynlig nok bp for resistensgenene.

Resultatene til bakterieidentitet og resistensgener for jordprever vises i tabell 16.
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Tabell 16. Bakteriestammer og resistensgener i renset og isolert DNA fra jordpravene M15-M20.

Prove Bakterieidentitet (Sanger) Resistensgener (PCR og gel)
M15 Ingen resultater NDM

M16 Pseudomonas spp. -

M17 Streptomyces spp. CTX-Mqgr. 2

M18 Ingen resultater -

M19 Ingen resultater -

M20 Ingen resultater -

4.2.4 Tredjegenerasjons-sekvensering med MinlON

Selskapet Oxford Nanopore Technologies klarte beklageligvis ikke & levere Rapid

Barcoding Sequencing kitet (Oxford Nanopore Technologies) i tide, det vil si fgr

innlevering av denne masteroppgaven. Derfor ble ikke helgenomsekvenseringen

gjennomfart i denne studien.

4.2.5 Oppsummering av resultatene

En oversikt over alle resultatene fra de ulike benyttede metodene i denne studien,

gjennomfart med rendyrkede praver fra selektive medier, star oppfert i tabell 17 og 18.

Tabell 17. Fenotypisk pavisning pa selektive kromogene skéler og genotypisk pévisning av isolert DNA

fra jordprevene M15-M20.
Prove | Bakterieidentitet | Pavist Pavist Positiv vekst
(Sanger) resistensgen | resistensgen pa skaler
(PCR og gel) (Sanger)
M15 | Ingen resultater NDM Ikke pavist ESBL
M16 Pseudomonas spp. | Negativ -
M17 | Streptomyces spp. | CTX-M gr. 2 Ikke pavist
M18 | Ingen resultater Negativ - Karbapenemase
M19 Ingen resultater Negativ -
M20 Ingen resultater Negativ -
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Tabell 18. Fenotypisk pavisning pa selektive kromogene skaler, og genotypisk pavisning av isolert DNA

fra vannprove 1-15. PCR-produkter fra prover notert i lysegréd rader viste band pa gel, og positive

resultater ved Sanger-sekvensering.

H3 - Negativ - ESBL
2 H2 E. coli CMY, TEM blacwmy, ESBL
blatem
3 H1 - Negativ - Karbapenemase
4 H2 - Negativ - Karbapenemase
5 H2 - Negativ - ESBL
6 - - Negativ - STAPH
7 H3 E. coli eller CMY, TEM blacwmy, ESBL
Shigella spp. blatem
8 H2 - CTX-M gr. 1, blactx-m-15, | ESBL
TEM blatem
9 H2 E. coli, CMY, TEM blacwy, Karbapenemase
E. fergusonii blatem
eller S. flexneri
10 H3 - Negativ - Karbapenemase
11 H2 E. coli, CTX-Mgr. 1, blactx-m-15, | ESBL
E. fergusonii, CMY, TEM blacwmy,
S. sonnei blatem
eller S. flexneri
12 H2 E. coli. CMY, TEM blacwmy, Karbapenemase
E. fergusonii blatem
eller S. flexneri
13 - - Negativ - STAPH
14 H3 - Negativ - MRSA
15 H1 - Negativ - MRSA
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5.0 Diskusjon

5.1 Resistenspavisning med fenotypisk metode

Selektive kromogene medier brukt i denne studien ble valgt pa bakgrunn av helsefaren
klinisk signifikante ESBLam - og ESBLkarsa - produserende G- bakterier fra
Enterobacteriaceae utgjer for mennesker . Etter rendyrking ble det
totalt isolert 15 prgver fra vannprgvene, hvorav fem praver viste positiv vekst pa
Brilliance™ CRE Agar, og 6 prgver vokste pa Brilliance™ ESBL Agar. Resultatene
tilsier at vannprgvene inneholdt G- bakterier som produserer ESBLam 0g ESBLkaRBA.
Fenotypiske funn gir derimot ikke svar pa hvilke gener som eksisterer i bakteriene, kun
egenskapene de uttrykker . Funnene avkrefter ikke hvorvidt
bakteriene i pravene ogsa brukte andre resistensmekanismer enn betalaktamaser mot
betalaktamer. Det er vanlig at G bakterier som E. coli, Klebsiella, Peudomonas og
Acinetobacter spp. i tillegg til & produsere betalaktamaser, kan bruke efflukspumper
og poriner som endrer membranpermeabiliteten for a uttrykke fenotypisk resistens mot
betalaktamer . Identiteten til de fleste bakteriene
som vokste pa alle de fem skalene med karbapenemer var CRE-positive, ikke non-
CRE-positive, basert pa antagelser. Non-CRE positive bakterier, som Acinetobacter
og Pseudomonas, kan ha benyttet seg av tidligere nevnte resistensmekanismer.
Positiv vekst av KRE pa et dyrkningsmedium er ikke ngdvendigvis synonymt med KPE,
da KRE er bakterier som ikke er mottakelige for den laveste konsentrasjonen av
karbapenemer som trengs for & hemme bakterien.
Mediene Brilliance™ ESBL og Brilliance™ CRE er hovedsakelig ment for
analysering av kliniske praver med Enterobacteriaceae
. Derfor var det usikkert hvordan utfallet ville
bli ved inkubering av prever fra miljget pa de selektive skalene. Bakterier som oftest
lever under mer ustabile og utfordrende forhold i akvatiske miljger og jord, som
Pseudomonas spp. og Acinetobacter spp., har mattet tilpasse seg en tilstedevaerelse
av toksiske forbindelser og krevende vekstvilkar . Medlemmer av
Enterobacteriaceae lever imidlertid oftest under beskyttede forhold i tarmkanalen til dyr
og mennesker. Konsekvensene av dette er at de har en mer permeabel membran og
feerre efflukspumper enn andre G- bakterier som taler mer utfordrende miljger.

Miljgbakteriene er derved mindre mottakelige for giftstoffer og mer robuste. Grunnet
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tilpassede egenskaper kan de fortsatt vokse pa benyttede medier som i
utgangspunktet er ment for bakterier fra Enterobacteriaceae Dette
kan bidra til & gi misvisende resultater.

For a kunne gi korrekt behandling til pasienter, er det meget viktig a veere sikker pa
at diagnosen er riktig. Uriktig identifisering av ARB kan fare til feilbehandling, som
videre kan fa bakterier til & produsere nye resistensgener grunnet et selektivt press.
Tilsvarende konklusjon er ogsa hgyst viktig & komme frem til innenfor
forskningsverdenen. Resultater fra fargescreening er ikke gode nok bevis for a kunne
bestemme hvilke bakterier som gav positiv vekst pa selektive medier. Dette bekreftet
behovet for bruk av ytterligere metoder, som PCR og Sanger-sekvensering. Disse
metodene kan definere hvilke genotypiske trekk bakteriene har med hensyn til
produksjon av ESBLa 0g ESBLkarsa, Samt statte opp under fenotypiske funn.

Basert pa antagelsene om hvilke bakterier som vokste pa selektive skaler etter
rendyrking, skulle de seks prgvene som ble sendt til Sanger-sekvensering (16S rRNA
og resistensgener) inneholde resistente E. coli. Resultatene fra de PCR-produktene
som ble sendt til Sanger-sekvensering (16S rRNA) bekreftet disse antagelsene. Det a
skulle ta en slutning kun basert pa fargeanalyseringen av skalene var likevel ikke en
god nok indikator. Dette kan ha veert en tilfeldighet, men det tyder pa at skalene kan gi
en indikasjon. Resultatet kan skyldes at enkelte bakterier har hatt MR egenskaper.
Vekst pa CRE-skaler kan bety at isolatet hadde en virksom karbapenemase eller at
den fenotypiske resistensen skyldes andre faktorer som endringer i celleveggen eller
mutasjoner i gener som koder for poriner koblet til et blacmy-2 Slike
egenskaper kan ogsa forklare veksten av bakterier pa skalen som selekterer for
MRSA, da denne resistensbakterien ikke ble pavist ved PCR og gelelektroforese.

Graden av positiv vekst pa de inkuberte filtrene og rendyrkede bakteriekolonier pa
selektive skaler i denne studien er foruroligende og pafallende. Innhentede vannprgver
ble filtrert for & unnga en opphoping av smuss og urenheter, samt en reduksjon av
bakterietettheten, som kunne forstyrre resultatene. Dette er viktig for & gi gode
resultater ved rendyrkning pa selektive skaler og best mulig resultater fra isolering av
DNA-templatet. Gjennom hvert finfilter ble kun 100 ml av vannprgvene filtrert. Med
tanke pa hvor lite volum som ble filtrert, og hvor fint filter som ble brukt, var
bakterietettheten hay. Det viktigste funnet ved fenotypisk vekst var derimot det faktum
at bakteriene vokste pa skaler med bredspektrede betalaktamer. Funnet kan vise at

bla ikke kun eksisterer i bakteriene, men at de ogsa uttrykker resistens.
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5.2 Resistenspavisning med genotypisk metode

5.2.1 Paviste resistensgener

Primere ble valgt ut basert pa hvilke klinisk relevante gener som koder for ESBLam 0g
ESBLkarea, 0g som er viktige i Enterobacteriaceae. Ved hjelp av multipleks og
singelpleks PCR, agarosegelelektroforese og Sanger-sekvensering (resistensgener)
ble gener som koder for ESBL, inkludert karbapenemaser, i vann- og jordpraver

undersakt.

5.2.1.1 blacmy, blactx-m-15 0g blatem i vannpraver
Resultatene fra PCR og gelelektroforese paviste genfamiliene CTX-M gr.1 (ESBLA) og
TEM (ESBLa), og CMY (ESBLwm-c) i vannpraver hentet inn fra Niagarabekken. Sanger-
sekvensering av resistensgener kunne bekrefte disse funnene, og at genotypen til
CTX-M gr.1 var CTX-M-15. Det er usikkert hvorvidt det var CMY-2 som ble pavist, men
enzymet er en veldig vanlig pAmpC . Detektert TEM
er ogsa mest sannsynlig en hgyere variant enn TEM-1 og TEM-2, siden det bare er
etterkommerne av disse som er ESBL. Det er vanskelig a si hvilket nummer de er, da
de ulike TEM-typene er utfordrende a adskille grunnet like aminosyresekvenser.

Singelpleks PCR-produktene sendt til Sanger-sekvensering viste positive funn
av CTX-M-15i to av seks (30 %) praver, CMY i fem av seks (83.3 %) og TEM i seks
av seks (100 %). Funnene viste at det var hgyest prevalens av TEM og lavest av CTX-
M i pravene, noe som ikke stemmer overens med den globale situasjonen i dag. Basert
pa studier er CTX-M den vanligste typen ESBL blant Enterobacteriaceae, hvorav CTX-
M-15 og CTX-M-14 dominerer mest pa verdensbasis

. Isolater av CTX-M har blitt funnet i samfunnet og pa sykehus, og fra friske
mennesker, produksjonsdyr, kjeeledyr, mat og kloakk. Den kan derfor finnes overalt,
inkludert vann. Dette kan skyldes at blactx.m er koblet til svaert MGE. Viktige
betalaktamer pa sykehusene er 3GC (som cefotaksim og ceftazidim) som CTX-M
hydrolyserer . Dette kan bidra til & forklare veksten pa Brilliance™
ESBL mediet i denne studien. CTX-M-15 har gkt aktivitet mot bade cefotaksim og

ceftazidim (3GC), i motsetning til de fleste CTX-M som hydrolyserer cefotaksim best
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Hvorvidt E. coli er resistent eller ikke har vanligvis sammenheng med genotypen
. En sterk humanpatogen variant av E. coli
heter ekstraintestinal patogen E. coli (EXPEC). Den gir ikke gastrointestinal sykdom, i
motsetning til andre vanlige patogene E. coli. | bade U-land og I-land har den veert den
hyppigste arsaken til urinveisinfeksjoner og sepsis (forarsaket av G- bakterier). En
klone av EXPEC som heter sekvenstype (ST) 131 er en genotype som star bak
mesteparten av de arlige tilfellene med infeksjoner forarsaket av fluorokinolon- og
cefalosporinresistens globalt. Resistens mot fluorokinoloner forekommer ofte sammen
med resistens mot cefalosporiner. Escherichia coli ST131 er MR (inkludert
karbapenemresistens) og det sies at plasmider med blactx-m-15 har veert sentral ved
spredningen av bakterien. Positive prgver av CTX-M-15 i denne oppgaven kan derved
stamme fra denne sekvenstypen. CTX-M-15 er en kraftig ESBL, og et alvorlig funn i
denne oppgaven. Hvis CTX-M-15 da i tillegg finnes i E. coli ST131, kan det veere starre
sannsynlighet for resistensspredning.

Ifglge Salverda et al. (2010) er den mest studerte betalaktamasen TEM.
Forekomsten av TEM i alle de genotypiske positive isolatene kan tyde pa at genet er
godt egnet for molekylaer screening av ESBL-positive pragver i denne studien

Etter oppdagelsen av TEM-1 har hele 185 TEM-enzymer blitt oppdaget
TEM med bredspektret resistens kan hydrolysere penicilliner,

2GC, 3GC og 4GC, som kan forklare veksten pa Brilliance™ ESBL mediene
. Enzymet eksisterer ofte med plasmidmedierte betalaktamaser som CTX-
M, som kan forklare hvorfor de ble funnet i samme prgve i denne oppgaven. Selv om
CTX-M har blitt et mer vanlig ESBLA enzym enn TEM, er det imidlertid fortsatt en hay
forekomst av TEM, og hgy sannsynlighet for mislykkede pasientbehandlinger ved bruk

av betalaktamer.

Genet som koder for CMY ble pavist i alle de amplifiserte og Sanger-
sekvenserte DNA-templatene, utenom én. Den hadde derved nest hgyest forekomst
av de genotypiske positivt testede isolatene. CMY-2 er den vanligste pAmpC blant E.
coli, som kan bygge opp under bakteriefunnet i denne oppgaven
Gener fra pAmpC er ogsa ofte baerere av andre resistensgener som ikke er ESBL-
kodede Det har blitt vist at E. coli som produserer CMY-2 enkelt kan
ta opp andre resistensgener som farer til MR og koseleksjon. Dette kan forklare positiv
vekst etter rendyrking pa Brilliance™ CRE. CMY er ogsa resistent mot vanlige

betalaktamase-inhibitorer, i motsetning til CTX-M og TEM . AmpC
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hemmes vanligvis ikke av vanlige betalaktamase-inhibitorer som klavulansyre og
tazobaktam som TEM og CTX-M Disse
faktorene kan gjare den til en fryktet og alvorlig betalaktamase.

Alle de detekterte enzymene i denne oppgaven ble funnet i bakterier fra familien
Enterobacteriaceae. Dette samsvarer med forskningen som poengterer at enzymene
er vanlige i E. coli, som er den hyppigst forekommende patogene bakterien i bade
sykehus, helsevesenet forgvrig, og infeksjoner i samfunnet

Arsaken kan vaere at betalaktamklassene penicillin og cefalosporin brukes
utstrakt pa Escherichia spp., og som CMY (cefamycinase), TEM (penicillinase) og
CTX-M-15 (cefotaksimase) kan hydrolysere . Det mest
foruroligende ved resultatene i denne studien er det faktum at resistensgenene kan
utveksles mellom bakterier fra Enterobacteriaceae ved HGO pa MGE, som integroner
og transposoner, pa konjugative plasmider ESBL-kodede gener
sitter ogsa ofte ved siden av resistensgener som koder for andre antibiotika. Fglgene
av dette kan veere koseleksjon og gkt spredning av resistens. HGO innad i samme
familie, som Enterobacteriaceae, er vanligere enn mellom fjernere slektskap, som
Acinetobacter og Escherichia spp Escherichia coli, Salmonella
og Shigella kommer alle fra familien Enterobacteriaceae, og plasmider overfgres derfor
lett mellom dem. Betalaktamaseresistens hos E. coli er som oftest forarsaket av et
opptak av genelementer via HGO

Blant de 15 prgvene som viste positiv vekst etter rendyrking pa selektive skaler,
ble det pavist resistensgener i seks praver ved PCR og Sanger-sekvensering. Dette
er omtrent halvparten, noe som er relativt mye ut fra den forholdsvis lave
vannmengden filtrert. Arsaken til hvorfor det ikke ble pavist ARG i den andre halvdelen
av prgvene kan vaere mange. Det kan f.eks. skyldes at konsentrasjonen av DNA var
for lave. Selv om det var vekst pa fenotypiske medier, er det likevel ikke mulig &
bekrefte at disse enzymene eksisterte i bakteriene som vokste pa skalene. Videre ble
det bare benyttet et begrenset antall primere for kartlegging av gener som koder for
ESBLam 0g ESBLkarea. Det kan derfor ikke utelukkes at det eksisterer andre typer
resistensgener blant disse ESBL-gruppene i bakteriene. Prgve 9 og 12 viste vekst etter
rendyrking pa en skal som skal selektere for KRE. Genotypiske metoder paviste
derimot ikke gener som koder for ESBLkarea. | dette tilfellet kan bakterien ha brukt
andre mekanismer for resistens som f.eks. poriner. Betalaktamer og karbapenemer

innehar mye av den samme strukturen, noe som betyr at ESBLam kan hydrolysere
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karbapenemer Dette fgrer imidlertid sjeldent til en ineffektiv
behandling og heller ikke til en klinisk signifikant heving av MIK for karbapenemer. | en
vert hvor karbapenemaser ikke forekommer ofte, kan mangel pa poriner i membranen
til en bakterie som produserer ESBLam gi en stgrre sannsynlighet for klinisk relevant
resistens mot karbapenemer. Denne formen for resistens er vanligvis kodet i
kromosomet, men kan ogsa gjelde plasmidbaren blacuy Vekst pa
CRE-skalen med CMY kan forklares med denne mekanismen.

Det er ikke bare et faktum at alvorlige klinisk relevante ARG har blitt detektert
pa NMBU campus, men i hvert isolat eksisterte det ogsa flere ESBL. Alle prgvene
inneholdt to-tre ESBLam, hvorav en av seks (17 %) inneholdt tre ARG og resten (83
%) inneholdt to ARG. Det var kun én prgve som ikke hadde gener som kodet for bade
ESBLa og pAmpC, og ingen positive prgver inneholdt kun ett gen. En hgy
tilstedeveerelse av kombinerte gener kan skyldes at, ved mobilisering av disse genene,
er genetiske elementer involvert, ifalge Shahid et al. (2011). Bakterier som produserer
flere ESBL har blitt mer og mer vanlig, og studier viser at s& mye som 44 % av ESBL-
positive bakterier fra Enterobacteriaceae, beerer flere ulike gener som koder for
resistensenzymene . Eksisterer det flere resistensgener sammen,
kan flere egenskaper for resistens komme til uttrykk, noe som er seers alvorlig. Videre
kom maijoriteten (85 %) av de rensede og sekvenserte positive PCR-produktene, fra
vannprgve H2. Utenom én som ble hentet ut av vannprgve H3. De fleste
resistensenzymene ble dermed detektert i gverste del av Niagarabekken. Dette kan
ha veert en ren tilfeldighet, og hvor eller hvordan vannprgven ble tatt kan ha hatt en
innvirkning ved dette tilfellet.

Analyser fra genotypiske metoder viste ikke ESBLkarsa i vannprgvene. Dette er
gledelig, siden bakterier med disse enzymene har sterst variasjon og bredde ved
hydrolysering av betalaktamer . Det ble heller ikke funnet noen
ESBL-kodede gener i vannprgven fra Andedammen. Dette behgver imidlertid ikke a
ha noen relevans, da Niagarabekken er koblet tii Andedammen og gener som koder

for ESBL kan enkelt forflyttes mellom bakterier via plasmider og MGE
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5.2.1.2 Primer med feilbinding (CTX-M gr. 2 og NDM) i jordpraver

Amplifiserte produkter fra isolerte jordpraver viste tilstedevaerelse av ESBLA enzymet
CTX-M gr. 2 og ESBLkarsa-8 enzymet NDM pa gel. Resultater fra Sanger-sekvensering
viste imidlertid at produktene var falske. Analysen viste at CTX-M gr. 2 primeren ikke
koblet seg til malgenet, men heller til to andre gener (figur E1). Det samme skjedde
med NDM-primeren. Kombinasjonen av nesten identiske komplementaere basepar og
nesten like lange sekvenslengder er ytterst sjelden . Funnene viser
viktigheten av & gjennomfare flere ulike metoder for & kunne underbygge og verifisere
resultatene. Flere har brukt denne primeren tidligere, da forskningsartikkelen har blitt
sitert hele 188 ganger i PubMed, og denne feilen har sannsynligvis ikke blitt oppdaget
for na. En arsak kan vaere at det kun har blitt brukt PCR i de andre studiene, uten en

pafglgende Sanger-sekvensering for a kunne bekrefte/avkrefte resultatene.

5.2.2 Bakterier isolert fra vannprgver

Bakteriestammene som gav positive svar ved Sanger-sekvensering (16S rRNA)
i denne oppgaven var E. coli og Shigella spp. fra familien Enterobacteriaceae. Disse
bakteriene har flere likhetstrekk, men ogsa noen forskjeller. Farst og fremst s& kan de
veere helseskadelige for mennesker, siden bakterier fra denne familien har en gkt
forekomst av resistens mot cefalosporiner
Ved utvikling av AR i Enterobacteriaceaser har mekanismer som endring av poriner
og efflukspumper veert viktige . Betalaktamaser,
som fungerer mellom den ytre og indre membranen til G- bakterier, kan ogsa spalte
betalaktamer og forhindre dem fra & @delegge celleveggen. Alvorlige infeksjonstilfeller
oppstar imidlertid bare med patogene varianter av E. coli, da arten ogsa forekommer
naturlig som en apatogen i tarmen til varmblodige dyr og mennesker (zoonotisk)
. Shigella spp. er kun humanpatogen, mens kilden til pavist E. coli
funnet i Niagarabekken kan ha veert alt fra pinnsvin, hest, fugl, hund, rev, radyr, samt
mennesker som har ferdes pa NMBU campus. Det at en patogen E. coli kan overfgres
mellom dyr og mennesker, gjgr den mer truende enn Shigella spp. da den har starre
spredningspotensiale og kan affisere flere organismer.
Begge bakteriene er fakultativ anaerobe, som tilsier at de kan overleve uten

oksygen i vann Escherichia coli kan overleve lengst ved lave
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temperaturer, noe som statter opp under tidspunktet pa aret vannprgvene ble
innhentet. De forekommer derimot ikke normalt i vann, men heller i tarmen til
mennesker. Ved tilstedeveerelse av E. coli i vann er det mest sannsynlig som fglge av
en fekal forurensing eller kontaminering med urin. | tillegg har E. coli flageller, som gjar
den bevegelig. Det har ikke Shigella spp.. Ved forekomst av resistente E. coli med
flageller, som kan overleve i kaldt vann fra miljget, gker det sannsynligheten for
spredning av resistens. Hvis de mot formodning skulle kontaminere mat eller
drikkevann, kan varmebehandling bidra til & drepe bakteriene, da de ikke taler
temperaturer hgyere enn 48 °C
Det er ikke sa vanlig a finne Shigella spp. i Norge da den er konkurransesvak
og ikke overlever lenge i miljget . Smitte med Shigella spp. forekommer
ikke ofte i I-land, hvor det er god hygiene og folkehelse, men heller i U-land med blant
annet forringet kvalitet pa drikkevannet og darlig helsevesen. Ved Sanger-
sekvensering (16S rRNA) kan det veere utfordrende a skille mellom E. coli og Shigella
spp., da de er meget like og begge kommer fra Enterobacteriaceae
Siden Shigella spp. bl.a. ikke er en miljgbakterie, og E. coli kan
overleve ved lave temperaturer over lang tid, kan det tyde pa at bakteriene som ble

bekreftet som Shigella spp. egentlig er E. coli.

5.2.3 Sammenlikning mellom funn i denne studien og studier av ESBLA og
ESBLwm i Norge

Det eksisterer fa studier om resistens i miljget og naturen i Norge, da det har vaert mye
fokus pa & redusere utbrudd og spredning av resistente bakterier i spesielt
helsevesenet. Pa sykehus er det et hgyt forbruk av antibiotika, spesielt betalaktamer,
som kan selektere for resistente bakterier. En kartlegging av utbredelsen av klinisk
relevante bla-gener i miljget og naturen er viktig, fordi det her eksisterer naturkrefter
(som vind og vann), akvatiske miljger (innsjger, elver, bekker og regn) og dyr, som
enkelt kan frakte og spre genene til andre steder. Studier av resistens i Norge, som
arsrapportene tiil NORM / NORM-VET, tilsier at nivaene av ESBLanm-produserende G
bakterier i Norge er lave, men stigende . | Norge skyldes
tilfeller med AR i stor grad reise, import, og sykehusinnleggelser i utlandet, men denne
studien indikerer at det ogsa kan vaere mulig a bli smittet av klinisk viktige ESBL-gener

fra miljget. Det er usikkert i hvilken grad ESBL-gener og -bakterier fra ville dyr har en
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innvirkning pa helsen til mennesker, men ville fugler og rever kan veere en god indikator
pa forekomsten av disse i miljget. Ville fugler kan forflytte seg over lange distanser,
spesielt trekkfugler, og kommer enklere til pa steder der andre dyr strever.
Rovpattedyret reven ligger i toppen av neeringskjeden og inntar et bredt spekter av
mat. Alt fra fugler, rotter og mus til matrester fra mennesker. Den kan ogsa veere i
naerheten av kloakk og gj@dsel. Isolater fra avfgringen til slike dyr har derfor blitt brukt
i enkeltstudier gjennomfart av Veterinzerinstituttet (2017 og 2018) og arsrapporten til
NORM / NORM-VET (2016) ved undersgkelse av ARB og ARG i miljget. Funn av

ESBLam i denne oppgaven og de ovennevnte rapportene sammenliknes nedenfor.

5.2.3.1 Arsrapporter fra NORM / NORM-VET (2015 og 2016)
Mennesketarmen er et typisk reservoar for E. coli, slik at bakterien kan enkelt overfagres
til andre steder ved f.eks. darlig handhygiene Fra humankliniske E.
coli blodkulturer og urinprgver var henholdsvis 5,8 % (av n=1 940) og 3,0 % (av
n=1621) av isolatene ESBL-positive i arsrapporten tii NORM/NORM-VET fra 2016.
Disse resultatene er tilneermet lik innhentede data fra 2015, hvor 6.5 % (av n=1 952)
av blodkulturene og 3,1 % (av n=1 573) av urinprgvene var positive for ESBL. Blant
de paviste enzymene i prgvene tilhgrte mesteparten CTX-M gr.1 familien, samt noen
fa prover med CMY, i blodkulturene fra bade 2016 og 2015. | urinprgvene hgrte
majoriteten av enzymene til CTX-M gr. 1 begge arene, mens enkelte praver med CMY
bare ble funnet i 2015. TEM ble kun detektert i en blodkultur i 2016. Disse resultatene
stemmer overens med funnene av CTX-M gr. 1 og CMY i denne masteroppgaven,
utenom den lave forekomsten av TEM.
Escherichia coli eksisterer ikke bare i tarmen til mennesker, men ogsa dyr
Ville dyr ble for farste gang undersgkt i den arlige rapporten til
NORM/NORM-VET i 2016, siden den farste utgivelsen av arsrapporten i 2000.
Avfaringspraver fra nesten 530 rgdrev og 360 ville fugler ble testet for resistens i denne
rapporten. Blant disse prgvene ble E. coli isolert i majoriteten av prgvene, hvorav
nesten 10 % var resistente. Det ble pavist henholdsvis 3,2 % og 8,7 % 3GC-resistens
i resistent E. coli. Genotypiske metoder viste positive funn av CMY-2 og CTX-M- gr. 1
i isolatene fra bade rgdrev og ville fugler. Resultatene tii NORM / NORM-VET
samsvarer med funnene av CTX-M gr. 1 og CMY i denne masteroppgaven, bortsett

fra de lave nivaene av TEM.
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Produksjonsdyr kan veere en indikator pa tilstedeveaerelse av resistens i bade
animalske matvarer og husdyrgjgdsel. Det ble isolert E. coli fra 185 kylling- og 156
kalkunprgver (fekale) i den arlige rapporten ti NORM/NORM-VET fra 2016. 3GC-
resistens ble funnet i ca. 10 % av prgvene fra bade kylling og kalkun. Alle isolatene
inneholdt plasmidmediert CMY-2 i isolatene fra kylling, mens 8 av kalkunisolatene viste
positive funn av CMY-2. Videre ble kylling- og kalkunkjgtt sett pa som indikator pa
tilstedeveerelse av resistens i mat i 2016. Analysene viste at for isolatene med kylling
var 9.7 % (av n= 175) 3GC-resistente E. coli, mens for kalkunisolatene var det 2.3 %
(av n=128). Ogsa ved dette tilfellet inneholdt alle pravene med kylling CMY-2. Kun en
prove med kalkunkjgtt inneholdt CMY-2. | arsrapporten fra 2015 ble ikke kylling og
kalkun undersgkt, men heller avfgring fra produksjonsdyrene svin og kveg. Svinekjatt
og biff ble da brukt som indikator for resistens i mat. Det ble undersgkt om det
eksisterte 3GC-resistente E. coli i 264 og 258 avfgringsprever fra henholdsvis kveg og
svin, samt 245 og 244 prgver av henholdsvis biff og svinekjgtt. Screening av ARB viste
at det var sveert lave nivaer i kjgttpraver og avfgringspraver fra kveg. Blant 11.2 % av
de fekale prgvene fra svin ble den resistente E. coli bakterien detektert. | tre av disse
fekale prgvene ble plasmidkodet CMY-2 og en genotype av CTX-M oppdaget.
Resultatene samsvarer tildels med funnene av CTX-M og CMY i denne

masteroppgaven, utenom TEM.

5.2.3.2 Enkeltrapporter fra Veterineerinstituttet (2017 og 2018)

Nylige rapporter som har studert forekomsten av resistens blant ville dyr i Norge ble
gjennomfart av Veterinzerinstituttet. Studiene heter Antimicrobial resistance in the
Norwegian environment, red fox as an indicator (Rapport 11, 2017) og Antibiotic
resistance in terrestrial wild mammal species in Norway - roe deer and wild reindeer
as indicators specie’s (Rapport 6, 2018). Fgrstnevnte rapport viste en lav forekomst
av resistente E. coli hos r@drev. Escherichia coli med 3GC-resistens var sjeldent pa
steder med en lav populasjonstetthet, og hgyere pa steder med medium til hay
populasjonstetthet. Sistnevnte omrader var spesielt tilknyttet gener som koder for CTX-
M, som CTX-M-15 og CTX-M-14. CMY-2 ble ogsa funnet i studien. Dette samsvarer
med funn i denne masteroppgaven, bortsett fra TEM. Den andre rapporten viste ogsa
3GC-resistent E. coli fra reinsdyr i Norge, men det var kun én prgve av 274 prover.
Prgven var innhentet like ved en storby, og inneholdt et CTX-M-1 gen, ikke CTX-M-

15. Rapportene viste en lav forekomst av betalaktamaseresistente E. coli i ville dyr.
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Sammenlignes resultater fra arsrapportene tii NORM / NORM-VET (2016 og 2015), og
rapportene til Veterinaerinstituttet med resultater i denne masteroppgaven, foreligger
det visse likheter mellom funn av ESBL-kodede gener. Det ble funnet bade ESBLA
(CTX-M gr. 1) og ESBLm (CMY) i prever fra produksjonsdyr, mennesker og ville dyr.
CTX-M ble funnet i isolerte urinprgver og blodkulturer fra norske pasienter i bade 2015
og 2016. | CMY og TEM ble det funnet noe lavere nivaer. Samme genfamilie ble ogsa
detektert i fekale prgver fra produksjonsdyr, men de CTX-M som ble funnet var ikke
CTX-M-15. CTX-M gr. 1 ble funnet i prgver som indikerte prevalens av ARG i miljget,
som samsvarer med resultatene i denne studien. Prevalensen av CMY var hgy i prgver
fra kylling, da den ble detektert i alle pravene fra kylling. Forskningslitteraturen viser at
de hyppigst detekterte bla-genene rapportert i bredspektrede cefalosporin-resistente
E. coli er i synkende rekkefglge blactx-m-1s5, blactx-m-14, 0g blacmy-2
ESBL-genet som har blitt detektert oftest i Salmonella spp. er blacmy-2, som kan
forklare den lavere forekomsten av genet i E. coli isolatene fra mennesker, og den
hgyere forekomsten i fjserkre. | motsetning til mennesker sa er det mer vanlig med
blacwmy-2 i produksjonsdyr og andre genotyper av CTX-M enn CTX-M-15. Escherichia
coli isolater med resistens mot cefamycinen ceftiofur har veert rapportert flere steder
globalt og kan skyldes den veterinaermedisinske bruken av midlene som har fart til et
seleksjonspress Rapporteringen av CMY-2 stgtter ogsa oppunder
funnene til NORM/NORM-VET, samt funnene i denne studien. Det kan trolig hende at
funnene av CTX-M-15 kan ha kommet fra mennesker og CMY-2 fra produksjonsdyr.
Resistensgenene kan ha oppstatt i dyreisolatene pa flere ulike mater. Fra enten
beite, fér, eller ved ervervet resistens. Menneskene kan ha fatt de i seg som turist via
mat, dyr og miljg, eller som pasient i et annet land med darligere helsevesen. De ville
dyrene kan ha fatt overfgrt ESBL-genene fra menneskene og produksjonsdyrene via
miljget. Pa bakgrunn av overfgringsegenskapene til TEM, CTX-M og CMY med hensyn
til ervervet resistens, er det hensiktsmessig & fundere over hvorfor det ikke er flere
registrerte infeksjonstilfeller i Norge. Hvorvidt noen blir syk av bakterier beror pa om
de er patogene, noe ikke alle E. coli er. Flere mennesker og dyr, hvor bla har blitt isolert
fra, kan ha veert beerere. Slike baerere kan bidra til en ytterligere spredning av genene.
Pa tross av en plassering pa MGE er det ngdvendigvis ikke slik at de blir overfart
horisontalt, da det ma vaere en donor og mottaker til stede, samt et konjugativt plasmid.

Basert pa hvor sma mengder vann som ble filtrert og analysert i denne studien, var det
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en hgy forekomst av bla i vannprgvene. | rapportene til Veteringerinstituttet og
NORM/NORM-VET ble flere hundre prgver isolert fra ulike mennesker og dyr. Denne
studien innhentet imidlertid bare tre praver fra miljget, rendyrket og isolerte 15 isolater,
og fikk seks positive svar fra Sanger-sekvensering med hensyn til ARG tilstede.

As universitetet ligger pa et landbruksomrade, noe som kan vaere en arsak til
funnene av gener som koder for ESBL am. Eventuelle rester og komponenter fra
gjedsling av jordene og produksjonsdyr kan forflyttes med ville dyr, naturkrefter eller
mennesker til vannet der prgvene ble tatt. Det er mange ville fugler som ofte ferdes
rundt Andedammen, samt Niagarabekken. ESBL-gener kan ogsa viderefares til Norge
via tarmen til trekkfugler fra andre land i Europa eller Afrika, med hgyere
resistensnivaer enn Norge. Ifglge en gartner ansatt ved parkanlegget ved NMBU, ble
Niagarabekken tilfgrt gjgdsel for noen ar tilbake. Bekken har oppstatt naturlig, men ble
tilfgrt ny jord fra As gard for & utforme den ytterligere. Andedammen har ikke blitt
pavirket i samme forstand. Etter inkubering og rendyrking oppstod det mindre vekst pa
skalene med vann fra Andedammen, enn de to andre pr@vene. B. Lindstedt har vist at
det ved tidligere analyser har blitt malt betraktelig hayere nivaer av E. coli i
Niagarabekken enn i Andedammen. En teori kan veere at grunnet den hagyere
forekomsten av E. colii Niagarabekken, er det en stgrre sannsynlighet for at det finnes
flere vanlige ESBL-gener som typisk eksisterer i E. coli der enn i Andedammen. Jord
som ble brukt for a utforme bekken kan ha veert naturgjgdsel eller mineralgjadsel, som
er hovedgruppene for gjodsel Naturgjedsel bestar bl.a. av
husdyrgjedsel og menneskegjgdsel, mens mineralgjgdsel utgjer sma industrielt
fremstilte granuler eller pulver. | Norge er husdyrgjgdsel den viktigste formen for
naturgjedsel. Husdyrgjadsel inneholder bl.a. ekskrementer og urin fra produksjonsdyr

| tillegg har kloakkslam med avfgring og urin fra mennesker ogsa
blitt brukt som gjgdsel Ifalge Keen og Montfords (2012) kan aktive
metabolitter fra antibiotika fra ekskrementer fortsatt komme ut i kloakkslammet etter
rensing og slippes ut i miljget. Hvis Niagarabekken ble konstruert med de to sistnevnte
gjedseltypene, kan de ha inneholdt ESBL-kodede gener. Dette kan bidra til & forklare
at det var en forekomst av bla i Niagarabekken. Jord fra As gard, som ikke er gjadsel,
kan ogsa ha inneholdt bla som en fglge av at det er flere produksjonsdyr som
oppholder seg der og lever der. Imidlertid er det ikke noe som skulle tilsi at det er ulike
nivaer av resistensgener i de to vannkildene, da Niagarabekken er en avrenning fra

Andedammen.
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NMBU har en stor andel studenter, ansatte og besgkende som ferdes i omradet
daglig. At slike omrader med hgy populasjonstetthet har en hgyere forekomst av
resistens kan stgtte opp under funnene fra Veterineerinstituttets rapporter (2017 og
2018). Rapportene viste at steder med stor menneskelig eksponering har en
innvirkning pa forekomsten av AR i norsk natur. De viser at selv dyr som ikke far
utlevert antibiotika og utsettes for lite seleksjonspress, men oppholder seg i omrader
naer mange mennesker, ogsa kan bli fa ARG tilfert og derved bli baerere. Blant alle
menneskene som oppholder seg pa NMBU campus er det ogsa mange internasjonale
studenter og norske studenter som har vaert pa utveksling. Flere av disse studentene
kan ha kommet fra land i Europa med en hgyere forekomst av resistens i zoonotiske
bakterier, hayere forbruk av antibiotika, inkludert betalaktamer, og darligere kontroll av
forbruket enn Norge. Studentene kan enkelt fgre resistensbakterier med seg videre til
Norge som baerere, med kjaeledyr eller via mat. Flere studenter fra land i Afrika og Asia
har ogsa studert ved NMBU. Dette er kontinenter med flest arlige dedsfall forarsaket
av ARB i verden . Resistensgenene kan
ha havnet i de analyserte akvatiske miljgene i Igpet av en vanlig aktivitet under
fadderuken, hvor mange tar en svemmetur i Andedammen, eller at de har havnet der
ved et uhell eller en tilfeldighet. NMBU campus er ogsa et parkomrade hvor flere

mennesker gar turer og eiere lufter hundene sine. Mulighetene er utallige.

5.2.3.3 Sammenlikning av tidligere masteroppgaver om ESBL pé& As og denne
masteroppgaven

Tidligere masterstudenter ved NMBU analyserte jordprgver pa NMBU campus
innhentet hgsten 2017 (Stgle, Simonsen og Abbasi, 2017). Prgver i denne
masteroppgaven ble derimot tatt om vinteren, for & avdekke eventuelle forskjeller i
forekomst av ESBL-produserende bakterier basert pa arstid. | tillegg analyserte de ikke
vannprgver, som det ble fokusert pa i denne masteroppgaven.

Mildt veer og vekstoppblomstring gir optimale forhold for flere mikroorganismer.
Grunnet lave temperaturer pa vinteren, kan nivaene av naeringsstoffer senkes og lede
til faerre levende organismer i akvatiske miljger. Isen pa overflaten av vannet kan ogsa
forhindre at sedimenter virvler opp. Det faktum at prgvene ble tatt om vinteren, kan
derfor veere positivt for arbeidet med denne oppgaven. Tilstedeveerelse av for mange
mikroorganismer kan forstyrre resultatene ved inkubering pa selektive skaler. Far

fenotypiske analyser ble foretatt ble vannprgvene filtrert med bade grovfilter og finfilter
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for & unnga en oppblomstring av mikrobiell vekst. Videre kan isen ha forhindret at flere
utenforstdende «stoffer» kommer i vannet. De ARB funnet i denne oppgaven har
antageligvis kommet i vannet i lgpet av en annen tid pa aret. Det kan ha veaert koliforme
bakterier fra et dyr eller fra et menneske, f.eks. en eier og hunden pa tur ved
Niagarabekken pa varen eller hgsten, som har veert baerere av ARB. Nar det er mildere
veer bugner det ogsa av insekter som fluer, bier og sommerfugler som ogsa kan veere
baerere. Positive funn i denne studien tyder pa at de ARB kan overleve under robuste
forhold i naturen. Selv om det er mindre mikrobiell vekst om vinteren, kan bakteriene
tilpasse seg og ligge i dvale. De kan dyrkes frem pa laboratoriet, hvor optimale
vekstbetingelser for temperatur og luftfuktighet legges til rette for dem.

En annen ulikhet mellom masteroppgavene i 2017 og denne masteroppgaven,
er at det da ble tatt prover fra jord, mens i denne studien ble det tatt prgver i vann.
Forskjeller som foreligger her er at bakterier som lever i vann kan leve uten oksygen,
og at forekomsten av bakterier i vannprgver som regel er lavere enn i jord. Vann er
ogsa et element som lettere kan forflytte seg, da vann er i flytende form og jord er i fast
form. Slik kan bakterier i vannprgver lettere spre seg. Dette er sveert alvorlig hvis de
da er humanpatogener og resistente. Den psykrotrofe bakterien Pseudomonas spp.
ble funnet i flere av de rendyrkede, isolerte og Sanger-sekvenserte (16S rRNA) PCR-
produktene fra fjorarets innhentede jordprgver. Denne bakterien lever ofte i jord, og
kan utkonkurrere E. coli ved lave temperaturer Escherichia coli eller
Shigella spp. ble ikke detektert i fjorarets masteroppgaver. Det eksisterer feerre poriner
og lavere permeabilitet hos bakterier som lever i taffe miljger med mange toksiner,
som Pseudomonas spp., enn hos tarmbakterier fra familien Enterobacteriaceae i
varmblodige dyr og mennesker. Dette skyldes at de sistnevnte lever under mer
gunstige og stabile forhold . TEM, CMY og CTX-M ble funnet i bade
jordprgvene fra tidligere masteroppgaver og i vannprgvene i denne studien, som viser

at de kan eksistere i flere typer bakteriestammer.
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5.2.4 Betingelser for genotypiske metoder

Ved molekylaer karakterisering ble multipleks og singelpleks PCR, agarose
gelelektroforese, og Sanger-sekvensering (16S rRNA og ARG) benyttet. For at
metodene skal gi gode resultater, ma visse betingelser oppfylles. Betingelsene
avhenger av ulike faktorer.

Far PCR-kjgring ble de isolerte DNA-templatene fra vannprgver kvantifisert og malt
for renhet. For hgye eller lave DNA-konsentrasjoner kan gi darligere resultater. Det er
vanskelig & si hva som er for hgyt eller lavt, da dette er noe som ma utprgves. Ved
amplifisering av DNA ble derfor mengden DNA-templat hentet ut fra tre av prevene
(nr. 2, 5, og 8) redusert fra 2 til 1 ul, da resultatene viste at de inneholdt >150 ng/pl.
Det var bare en prgve (nr. 3) som viste for lave nivaer <2 ng/ul. Mengden DNA-templat
ble da doblet ved dette tilfellet. | noen av PCR-kjgringene ble det imidlertid glemt a
justere for disse DNA-konsentrasjonene. Likevel ble resultatene fra PCR-kjgringene
fine, noe som viser at innvirkningen DNA-konsentrasjonen har pa ferdig PCR-produkt
ikke bare avhenger av DNA konsentrasjonen til templatet.

Ved gjennomfering av PCR, samt agarose gelelektroforese var det tilfeller hvor
band eksisterte pa omrader hvor de ikke skulle vaere, som f.eks. for store PCR-produkt
i forhold til forventede PCR-produkt det sgkes etter basert pa amplifisert singelpleks
(figur D1, CAR2 PCR-produkt 7; figur D5, MRSA PCR-produkt 6 og 14). Hvis antall
sykluser er for hgye, kan PCR-produkter som ikke bgr veere tilstede amplifiseres og gi
falske produkter Da er det stgrre sannsynlighet for at primeren
binder seg til sekvenser den ikke skal. Fra de isolerte og rendyrkede bakteriene fra
vannprgver var det derimot nok DNA, og man trengte ikke s& mange sykluser.
Uspesifikke band pa gel kan skyldes tilstedeveerelse av andre ARG som ikke ble
undersgkt i denne oppgaven. For & unnga dette ble antall sykluser redusert fra 40 til
30 for PCR-kjgring med CAR1-2, og fra 35 til 28 sykluser for ESBL1-3. Etter denne
reduksjonen ble gelbildene med PCR-produkt mye bedre. Arsaken til at det ble
benyttet litt flere sykluser i Thermal cycleren var at det tidligere var blitt undersgkt
jordpraver, hvor det var mindre DNA tilstede. Videre er det viktig & passe pa at
primerne tiner pa is og at de ikke tines/fryses gjentatte ganger. 16S rRNA PCR-produkt
gav i farste omgang negative resultat i denne studien. En arsak kan ha veert at 16S-
primerne var for gamle og blitt tatt ut og inn av fryseren for gjentatte ganger noe som

har gdelagt dem, og bidratt til & redusere deres bindingsevne. PCR-produktene ble
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derfor sendt til GATC pa nytt, men da ble bare 6 prgver sendt, pa bakgrunn av hvilke
prover det ble pavist ARG. Andre gang ble alle pravesvarene positive.

Ved gjennomfering av agarosegelelektroforese er det flere punkter som er viktig &
tenke pa. Kjores gelen pa for hgy Volt-styrke (>100) over for lang tid, kan DNA-
bandene vandre ut av gelen eller/og gi «glidende» bilder. | denne oppgaven skjedde
dette et par ganger, og da matte elektroforesen gjennomfgres pa nytt. Det er ogsa
viktig at elektroforesen kjgres riktig vei, at strammen ikke er ujevn, at det ikke er en
bay i brannen grunnet en darlig utdragning av kammen, og at det ikke er noen bobler
i veien. | denne oppgaven skal ikke ujevn strem ha vaert et problem, da maskinene er
forholdsvis nye, og gelen ble sjekket regelmessig under elektroforesen.

Sanger-sekvensering kan gi svar pa hvilke bakteriestammer (16S rRNA) og gener
som var i prevene. Ved rensing av DNA, fgr sekvenseringen, var det viktig a fijerne
etanolen tilstrekkelig ved pipettering etter sentrifugeringen, samt a terke praven, hvis
ikke kan DNA gdelegges. Far prgvene ble sendt matte konsentrasjonene av DNA etter
16S rRNA-amplifisering veaere >7 ng/ul, helst >20 ng/ul . Ved tilsetning
av primer, matte mengden prgve veere hgyere for prgvene med lav DNA-
konsentrasjon (<20 ng/ul), enn prgvene med tilstrekkelig DNA-konsentrasjon (>20
ng/ul). Noen av prgvene var derimot under < 7 ng/ul. Disse ble likevel sendt il
sekvensering, og gav positive resultater. Videre ble Sanger-sekvensering brukt i tillegg
til PCR, fordi metoden skal veere enda mer palitelig. Dette skyldes at ved sekvensering
kommer selve DNA-sekvensen opp, som kan undersgkes med BLAST for & finne
identiteten. Ved PCR dukker kun et band opp, som kan veere bandet det sokes etter
hvis sterrelsen (antall bp) er riktig. Det er likevel aldri mulig & vaere helt sikker pa
hvorvidt det er et falskt produkt. Escherichia coli kan ogsa som nevnt tidligere
forveksles med Shigella spp. ved Sanger (16S rRNA), siden metoden har vanskelig
for & skille de fra hverandre. Men basert pa teorien er det mest sannsynlig en
tilstedeveerelse av E. coli i prgvene. Funn av E. coli i denne studien er positivt ved
helgenomsekvensering med MinlON. Arsaken er at MinlON er utviklet med hensyn pa
arten ved utvikling av instrumentet Escherichia coli er den bakterien
som har blitt analysert mest i verden . Utfordringen er imidlertid at
MinlON er et nytt og relativt ukjent instrument med en hgy feilratio, blant annet har den
flere sekvenseringsfeil enn Sanger. Helgenomsekvensering ble dessverre ikke

gjennomfart grunnet en for sen levering av MinlON Kkitet.
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5.3 Forslag til videre arbeid

Funnene i denne oppgaven viser at det trengs en videre forskning og kartlegging av
utbredelsen av ESBL-resistens i pregver fra bade miljget, mennesker, og dyr.
Forekomsten av pavirkende faktorer som ville dyr (saerlig trekkfugler), kjeeledyr og
mennesker med ESBL produserende bakterier fra Enterobacteriaceae i omgivelsene
kan veere fordelaktig & kartlegge. Det kan da veere flere som er baerere. Videre er
Niagarabekken er en avrenning av Andedammen, og munner ut i Arungen. Det kan
derfor vaere nyttig & ta analyser i dette vannet, og miljget rundt. Nar det kommer til
ytterligere fenotypiske analyser, bgr isolatene som vokste pa Brilliance™ ESBL ogsa
testes pa Brilliance™ CRE, for a sjekke egenskaper for karbapenemresistens.
Ytterligere genotypiske analyser kan vaere a undersgke hvordan gener som koder for
ESBLam 0g ESBLkarsa har mulighet til & forflytte seg ved HGO mellom bakterier. For
a teste om det var noen andre resistensgener som kodet for ESBL kan andre
multipleks PCR benyttes. Det bgr undersgkes hvorvidt bla-genene, og andre ARG
forgvrig, ligger pa kromosomet eller plasmider, som forflytter ARG lettere. En sakalt
konjugasjonstest. | tillegg hadde det veert hensiktsmessig a studere hvorvidt bakteriene
med redusert fglsomhet mot bredspekirede betalaktamer bruker andre
resistensmetoder enn enzymer, som f.eks. a sgke etter effluks pumper. Det bar ogsa
sjekkes hvorvidt E. coli bakteriene er patogene eller apatogene, da de patogene er
mest farlig for mennesker. Ytterligere Sanger-sekvensering enn det som allerede har
blitt gjort bar ogsa gjennomfgres, og helgenomssekvenseringen som det ikke ble tid il

bar utfares.
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6.0 Konklusjon

Hensikten med denne masteroppgaven var & undersgke, og eventuelt pavise,
forekomsten av G- bakterier som produserer ESBLam 0g ESBLkarea i innhentede
vannprgver. For 8 komme frem til et svar ble dyrkningsmedier brukt for a studere
bakterienes uttrykte egenskaper for betalaktam- og karbapenemresistens.
Detektering av bla gener ble gjennomfart ved hjelp av kjente molekylaere metoder. |
denne studien kan det konkluderes med at det finnes ARB og ARG i vann i Norge
basert pa de ovennevnte metodene. Det ble pavist ARB med bredspektret resistens i
alle vannprgvene ved utplating pa betalaktam- og karbapenemholdige selektive
kromogene skaler. Etter isolering og PCR-kjgring av rendyrkede bakteriekolonier pa
dyrkningsmediene var det mulig & identifisere bakteriestammene som vokste pa
platene ved hjelp av 16S rRNA Sanger-sekvensering. Resultatene viste at det mest
sannsynlig var E. coli. Bakterien kan forekomme i vann, da den ikke er avhengige av
oksygen, men tilstedeveerelsen skyldes antageligvis en fekal forurensning eller
kontaminering med urin. Pavisning av gener som koder for to ESBLa 0og en ESBLwu.c,
ved singelpleks PCR viste at forekomsten var heyest overst i Niagarabekken.
Singelpleks PCR-produktene var positive for blacwy, blatem, og blactx-m-15 basert pa
Sanger-sekvensering (ARG). Det sistnevnte genet er et meget klinisk relevant gen, og
har i stor grad veert knyttet til en virulent sekvenstype av E. coli. Den paviste bakterien
0og genene er assosiert med MGE som kan overfgres fra en donor til en mottaker hvis
det er et konjugativt plasmid i donoren. Det har veert liknende funn i klinisk signifikante
isolater fra mennesker og dyr i Norge, men nivaene er fortsatt lave sammenliknet med
denne studien. Det viktigste resultatet i denne oppgaven er at det har blitt funnet mobile
og klinisk relevante resistensgener i miljgpraver i vann. Utbredelsen av dette er det lite
kjennskap til i Norge. Funnene i denne studien bygger opp under behovet for ytterligere

studier av ARB og ARG i akvatiske miljger, og naturen forgvrig.
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VEDLEGG A

Escherichia coli strain E7T4ECMO beta-lactamase CTX-M-15 (blaCTX-M-15) gene, partial cds
Sequence ID: KY640534.1 Length: 640 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 640 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1179 bits(638) 0.0 639/640(99%) 0/640(0%) Plus/Plus
Query 1 TTGCCCNTTAGAGCCGCCAGTCCGCGCAGGCAGACT GTG TGATTAACACA! 60
. ||||||| |||||I||||||||||||||||||||I|| | |||||||||||||||||||I
Sbijct 1 TTCGCCCATTAGCGACGCCCCACGTCCGCCAGCCAGACTCCGCTGETG TGATTAACACA 60
Query 61 ATAATTCCCAAATACTTTATCCTCCTCATCACGCCCTTTCCCATCTGCCAGCACCAGTAAA 120
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 61 CCAAATACTTTATCGTCCTGCGATCGACGCCCTTTGCCATGCGTGCAGCACCA! 120
e T T
sbjct 121 ¢ 180
Query 181 CGAGTTGAGATCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCGATTGCGGAAAAGCA 240
. |||||||||||||||||||||||||||||||||III|||||||||||||||||||||||l
Sbjct 181 TCAAAAAATCTGACCTTGTTAACTATAATCCCAT 240
Query 241 ATGGGACGATGTCACTGGCTGAGC 300
. ||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 241 ATGGGACCGATGTCACTGGCTGAGCT CGCCATAACC 300

Query 301 CGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGA 360

Sbjct 301 CGATGAATAAGCTGATTGCTCACGTTGGCGGCCCGGCTAGCGTCACCGCGTTCGCCCGA 360
Query 361 AGCTGGGAGACGAAACGTTCCGTCTCGACCGTACCGAGCCGACGTTAAACACCGCCATTC 420

Sb j ct 361 GTCTCGACCG TAAACACCGCCATTC 420
Query 421 CGGGCGATCCGCGTGATACCAC CTCGGGCAATGGCCGCAAACTCTGCCGGAATCTCGA 480
. T T e AT
Sb)ct 421 GGCGCCATCCGCGTCGATACC TCTGCGGAATCTGA 480
guery 481 T T T AT LT 240
Sbjct 481 GCGACAGCCAACG 540
Query 541 ATACCACCGGTGC CTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTCGTGGGGGATA 600
. T T T
Sb ject 541 ATACCACCGGTGCA! CATTCAGGCTGGACTGCCTGCTTCCTGGGTTCGTGGGGGATA 600
Query 601 CAACGATATCGA 640

GGCACI
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIII

Sbjct 601 AACGATATCGA 640

Figur A1. Eksempel pa resultat fra Sanger-sekvensering (bakterien E. coli med genet blactx-u-15) ved
bruk av nBLAST. Figuren viser likhet (vertikale streker) mellom nukleinsyrer fra sekvensert materiale

og data fra genbanken.
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VEDLEGG B

Figur B1. To eksempler pa finfiltrerte vannpraver, med bla og beige kolonier, inkubert (37°C i 24 t)
pa Brilliance™ CRE Agar (t.v.) og Brilliance™ ESBL Agar (t.h.).
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VEDLEGG C

Tabell C1. Karbapenemase-primere og -primermikser brukt ved multipleks- PCR amplifisering
(Dallenne et al., 2010).

Primer Primersekvens (5> 3°) Malgen | Produktsterrelse (bp)
Mastermiks CAR1 (CAR1)

CMY2-F GCATCTCCCAGCCTAATCCC | blacuy | 188
CMY2-R TTCTCCGGGACAACTTGACG

MultiOxa48-F | GCTTGATCGCCCTCGATT blaoxa-as | 281
MultiOxa48-R | GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

IMP-F ACAGGGGGAATAGAGTGGCT | blawe 393
IMP-R AGCCTGTTCCCATGTACGTT

VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG | blavim 564
VIM_R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT

Mastermiks CAR2 (CAR2)

NDM_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT blanvo | 157
NDM_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT

SFC1-F GGAGGGCGAATTGGGGTTTA | blasrc | 268
SFC1-R CACTGTACTGCAGAGTGGCA

KPC_F TCCGTTACGGCAAAAATGCG blakrc 460
KPC_R GCATAGTCATTTGCCGTGCC

v




Tabell C2. ESBL-primere og -primermikser brukt ved multipleks- PCR amplifisering
(Arabestani et al., 2014; Dallenne et al., 2010).

Primer Primersekvens (5> 3°) Malgen Produktstorrelse (bp)

Mastermiks 1 (M1)

MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT blaoxa-4s | 281

MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

MultiCTXMGp2_F | CGTTAACGGCACGATGAC blactx-m 404
) (gr. 2)

MultiCTXMGp2_R | CGATATCGTTGGTGGTTCCAT

MultiTSOO_F GGCACCAGATTCAACTTTCAAG | blaoxa 564

MultiTSOO_R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

MultiTSOS_F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC | blasnv 713

MultiTSOS_R ATCCCGCAGATAAATCACCAC

Mastermiks 2 (M2)

MultiCTXMGp9_F | TCAAGCCTGCCGATCTGGT blactx-m 561
. (gr. 9)

MultiCTXMGp9_R | TGATTCTCGCCGCTGAAG

MultiCTXMGp1_F | TTAGGAARTGTGCCGCTGYA blactx-m 688
) (gr. 1)

MultiCTXMGp1_R | CGATATCGTTGGTGGTRCCAT

MultiTSOT_F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC | blatem 800

MultiTSOT_R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC

Mastermiks 3 (M3)

NDM_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT blanmvp 157

NDM_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT

VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG blaviv 564




VIM_R

TTATTGGTCTATTTGACCGCGT

KPC_F

KPC_R

GCATAGTCATTTGCCGTGCC

TCCGTTACGGCAAAAATGCG blakec 460

Tabell C3. MRSA-primere og -primermikser brukt ved multipleks-PCR (DTU Food, 2012).

Primer Primersekvens (52> 3°) Malgen | Produktstorrelse
(bp)

Mastermiks MRSA

spa-1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 180-600 bp

spa-1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 bp

mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

pvl-F GCTGGACAAAACTTCTTGGAATAT 85 bp

pvl-R GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG

MeCcALeazs1 GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 138 bp

MultiFP

MeCALcazs1 GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

MultiRP

vi




VEDLEGG D

1 273 greragry s 11 12

Figur D1. Gelbilde av PCR-produkter (prave 1-12, minus 6) fra multipleks CAR1 og CAR?2,
hentet fra vannpraver. Kolonnen helt t.v. er ladderen

Figur D2. Gelbilde av singelpleks PCR-produkter med primerne
komplimentaere til ESBLm -genene blaoxa-4s 0g blacwy.
DNA-templat ble hentet fra de rendyrkede pravene 2, 7, 9, 11 og 12
fra vannpraver. Kolonnen helt t.v. er ladderen.
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Figur D3. Gelbilde av PCR-produkter (preve 1-12, minus 6) fra multipleks ESBL (M1-M3),
hentet fra vannpraver. Kolonnen helt t.v. er ladderen.

Figur D4. Gelbilde av Singelpleks PCR-produkt med primere
komplimentaere til ESBLa -genene blactx-m (gr. 1) og blatem.
DNA-templat hentet fra de rendyrkede pravene 2, 7, 8,9, 11 0g 12
fra vannpraver, ble amplifisert. Kolonnen helt t.v. er ladderen.
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Figur D5. Gelbilde av PCR-produkter til multipleks MRSA.
DNA-templater ble isolert fra prave 14 og 15 fra vannpraver,
og 6, 13 og M9 fra jordpraver (2017).

Kolonnen helt t.v. er ladderen.

CARI1 and CAR2
multiplex -- negative

Figur D6. Gelbilde med PCR-produkt fra multipleks
CAR1 og CAR2 med jordprave M18-M20.
Ingen av PCR-produktene var positive.
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MultiTSOO, 1:
MultiTSOO. 16
MultiTSOS, 16
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Figur D8. Gelbilde av singelpleks PCR-produkter (fra jordprave M15-M17)
med primere komplimentaere til genene blaoxa, blas+v, blanom 0g blavim.

CTXMGp2. 17
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Figur D9. Gelbilde av singelpleks-PCR-produkter
(fra jordprave M17) med primere komplimentaere
til genene blactx.m (gr. 2) t.h. og blaoxa i midten.




VEDLEGG E

Primer sequences:

CTX-Mgp2 F: cgttaacggcacgatgac - - GTCATCGTGCCGTTAACG

CTX-Mgp2 R: cgatatcgttggtggtrecat (R= A or G) - - ATGGYACCACCAACGATATCG (Y=CorT)

ARTEFACT

Sequence from: Pseudomonas rhodesiae strain BS2777 genome assembly, chromosome: |

tcagcggacgaacagcttctggatcaacttetgtatggacttgecgtagggcgggtagatcagettcgecgegttcagacgttgettgatcageaccec
cttggccttgetgaacgtcaggaaaccttcgtgaccgtggtagtggeccatgeccgaggggccgatgecgecgaacggcatategtectgggegacgt
geagcagggtgtegttcaggcacacgecaccggaatgggtttcgtgcageacgegetgtigttcgeccttgttgtagecgaagtaatacagegecage
gegcgaggccgttggttgatgtaggcaaacgectgatcgaggccgegatacggeacgatcggeageaccgggccgaagatttegtectgeatcacgg
tcatgtcgtegetgacgttaaggagcaggctgtgaggeatgegtegeccctggecttggtegtacageggaatcagggtggcgeccttgtetgtggcgt
ccttgacgtacgegttgagectggecagttgtcgeteattgataattgeggtgtagtecgggttgteggccagegtgggataaaacccgegaacggegt
tgctgtaagectcgacaaacccctcgacacggtettctggeaccageacgtaatecggegecacgeaggtetgeccggegttcagegetttgecgaag
gegatgegtteggetgegtecttgageggtacatecgtggaaacgatggcgggcgatttgecgeccagttccagggtcaccggcgtgaggtgttccgec
geegegegceattacatgettgecgatactggtggcgccggtgaagagcaagtgatcgaagegcagecgggaaaacgcgatacccatgteggectcge
cgagcaccacgcacaccaggtctteggggaaaattctcgecageaacgtettgageaattgeccggtggecggcgtggattcactgagettgageatg
acccggttaccggccgccaacgogccgaccaacgggccgatggccaggtacagcgggta“acggcacgatgacgccaacgacccccagcggc
tgatagatgatttiggctgacgeeggtiggaaggcaatgectacggegegtegggagggtitcatccaacgetigaggtgtitgetggegtagtgaatg
ccatgcaggcetgggeatcagttcggegaagagggtttcgtcggeactgeggtggctgaagtectggetgategeategatcaacgectggegttcattg
ctgagcagatcccgcagggctttgagecattgtigacgctgegcagcggpcggcatgggattggcagegtaggcacgctgctgtgegtcgaacagacc
ctggagttgatocagtgcctgagaatcttgmggtaggwacgttggmgacatATGGCACCAC.A-A-CAG CGAGCGTATT
GTGCAAACCAGCCTGGAGCTTTTTAACCAGCAGGGCGAGCGCAGTATCAGCACCAACCATATCGCCGCCCATATG
GAAATTTCGCCGGGCAACCTGTACTACCACTTCCCCAACAAGCAGGCGATCATCGCCGTGCTGTTTCGCGAGTACG
AAGCGCTGGTGGACAGTTTCCTGCGTCCGCCCCAAGGGCGTGCGATGCAGGTGGAGGATAAGCGTTTCTACCTGC
AAGCCGTATTGGCCGGCATGTGGCGCTACCGTTTCCTGCACCGCGACCTTGAGCACCTGCTGGAAAGCGACCCGG
AATTGGCCACTGGCTATCGGCGTTTTTCCCAGCGTTGCCTGATCCAGGGCGGCGCTATCTACCAGGGGTTTGTCGA
TGCCGGCATTCTCAATATGGACCCGGTGCAAACCGAAGCCCTGACCCTGAATGCCTGGATTATCCTCACGTCCTGG
GTGCGTTTTTTGTGCACCACCAATGAGAATTCTGCCCATCTGAGTGCCGAAGCGATCAAGCGCGGGGTGTATCAG
GTGCTGGTGCTGGAGGCCGGCTTCGTCACGCCCCAGGCGAAAGACGCGGTGGACGCACTGTTCAAAGAATTTTAC
GTGCCATTGAATCAGGCACTGGAAGAAGTGAAGTAG

407bp PCR-product.
Gene 1 (lowercase): coniferyl-aldehyde dehydrogenase

Gene 2 (uppercase): DNA-binding transcriptional regulator, AcrR family

Figur E1. CTX-M gr. 2 primer med ugnsket gensekvens.
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CTX-M2

Escherichia coli beta-lactamase CTX-M-2 gene, complete cds.

>AY750915.1 Escherichia coli beta-lactamase CTX-M-2 gene, complete cds
ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGCTCAATGTTAACGGTGATGGCGACGCTACCCCTGCTATTTAGCAGCG
CAACGCTGCATGCGCAGGCGAACAGCGTGCAACAGCAGCTGGAAGCCCTGGAGAAAAGTTCGGGAGGTCG
GCTTGGCGTTGCGCTGATTAACACCGCCGATAATTCGCAGATTCTCTACCGTGCCGATGAACGTTTTGCG
ATGTGCAGTACCAGTAAGGTGATGGCGGCCGCGGCGGTGCTTAAACAGAGCGAGAGCGATAAGCACCTGC
TAAATCAGCGCGTTGAAATCAAGAAGAGCGACCTGGTTAACTACAATCCCATTGCGGAGAAACACGTTAA
CGGCACGATGACGCTGGCTGAGCTTGGCGCAGCGGCGCTGCAGTATAGCGACAATACTGCCATGAATAAG
CTGATTGCCCATCTGGGTGGTCCCGATAAAGTGACGGCGTTTGCTCGCTCGTTGGGTGATGAGACCTTCC
GTCTGGACAGAACCGAGCCCACGCTCAATACCGCCATTCCAGGCGACCCGCGTGATACCACCACGCCGET
CGCGATGGCGCAGACCCTGAAAAATCTGACGCTGGGTAAAGCGCTGGCGGAAACTCAGCGGGCACAGTTG
GTGACGTGGCTTAAGGGCAATACTACCGGTAGCGCGAGCATTCGGGCGGGTCTGCCGAAATCATGGGTAG
TGGGCGATAAAACCGGCAGCGGAGATTATGGCACCACCAACGATATCGCGGTTATCTGGCCGGAAAACCA
CGCACCGCTGGTTCTGGTGACCTACTTTACCCAACCGGAGCAGAAGGCGGAAAGCCGTCGGGATATICTG
GCTGCGGCGGCGAAAATCGTAACCCACGGTTTCTGA

CTX-Mgp2 primers.
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Figur E2. Primer CTX-M gr. 2 (404 bp) med @nsket gensekvens.
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