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Forord

Denne masteroppgaven ble skrevet mellom september 2019 og mai 2020 og utgjer 60
studiepoeng. Oppgaven markerer avslutningen av et femarig studie i bioteknologi ved
Fakultetet for kjemi, bioteknologi og matvitenskap (KBM) ved Norges Miljg- og
biovitenskapelige universitet (NMBU). Temaet antibiotikaresistens har vert gjennomgaende i
min studietid, og vil veere veldig relevant i alle de jobbene jeg kan gnske meg, sa det var
perfekt & avslutte min masterutdannelse med & fordype meg i akkurat dette temaet. Det har
faktisk vert sa gay og spennende at jeg gnsker a jobbe videre med dette temaet mot en
doktorgrad. For det ma jeg farst og fremst gi en stor tusen takk til hovedveileder Bjgrn-Arne
Lindstedt, som ga meg muligheten til & jobbe med dette, og enda en takk til tilleggsveileder
Judith Narvhus, som fikk knyttet oppgaven min til prosjektet JurFrisk, som var en ny og
spennende vri pa den opprinnelig planlagte oppgaven, om antibiotikaresistente bakterier i
miljget. Jeg har lagt merke til at det er mange forskjellige typer veileder man kan fa, og jeg
har stor tro pa at det er minst like viktig a ha riktig type veileder, som a ha et spennende tema
a skrive om. Jeg faler jeg var veldig heldig med mine veiledere! Bjgrn-Arne Lindstedt har gitt
meg mye frie tayler, men har ogsa vert tilgjengelig for alle henvendelser, og har vert veldig
talmodig nar jeg har blitt litt overdrevent ivrig med spgrsmal. Takk for all hjelp og alle

tilbakemeldinger.

Jeg fikk ikke bare hjelp og gode rad av veilederne mine, men ogsa av flere som jobber pa
laben, sa takk til Ahmed Abdelghani, Davide Porcellato og Alberto Bombelli for all hjelp. En
spesiell takk ma jeg gi til Misti Dawn Finton, en ekstremt smart, flink og talmodig person,
som alltid svarer raskt og ngye pa alle spagrsmal og som har hjulpet meg gjennom hele
oppgaven. Hennes selskap har gjort jobben pa patogenlaben i meieribygget sa hyggelig. Pa
masterlesesalen var det ogsa mye stette a fa, oppgavetiden ble gjort ekstra minneverdig takket
veere de hyggelige og engasjerte studentene der. Spesielt Beate Bjgrgan, en god venn gjennom
hele utdannelsen min, som skrev sin masteroppgave samtidig som meg, og som alltid mgatte
opp med et stort smil og en latter som bar gjennom hele meieribygget. Hun har gjort det

veldig vanskelig & vere negativt innstilt til noe som helst.

I tillegg til alle fra universitetet, ma jeg ogsa si takk til hele familien min, som alle har veert
veldig stattende og som har orket & hare pa alt jeg har a si, som helt sikkert ma ha blitt
oppfattet som sveert ensporet etter hvert. Spesielt ma jeg takke Henrik Akerhaugen, mannen

min, som har diskutert oppgaven med meg, hjulpet meg & krangle med Excel, lest alt jeg har



skrevet og holdt meg positiv, og som ikke én eneste gang har klaget pa a sitte i Corona-

karantene eller ha tvunget hjemmekontor med en stressa masterstudent.

Hva karantene angar, ma jeg gi en spesiell ikke-takk til SARS-CoV-2, som forarsaket
pandemien som sgrget for stengt lab, stengt lesesal, stengt bibliotek og som medferte noe
mangler i denne oppgaven. Jeg har ikke blitt spesielt hardt rammet av denne pandemien, i
hvert fall ikke sammenliknet med andres tragedier, men jeg kan ikke nekte for at det gjorde
oppgaveskrivingen noe utfordrende. Det er en del informasjon som burde ha veart inkludert i
denne oppgaven som hverken jeg eller noen andre har tilgang til na, og noen fa resultater er
Iast inn pa laben. I tillegg er enkelte tilleggs-tester ikke utfart, da laben er Iast og det ikke kan
bestilles ytterligere materialer. Viruset gjorde det ogsa helt umulig a jobbe videre med
melkeprgver, som skulle vere en ganske stor del av denne oppgaven. Men jeg skal ikke grate
over spilt melk. Siden oppgaven min var pa 60 poeng fikk jeg heldigvis muligheten til & starte
tidlig og dermed fullfare store deler av det praktiske arbeidet, da det aller meste var ferdig i
februar. Jeg har hatt mye a skrive om, selv om jeg skulle gnske jeg hadde hatt muligheten til &

gjare den helt komplett. Jeg haper jeg har klart a gjgre det beste ut av situasjonen.

Norges miljg- og biovitenskapelige universitet
As, mai 2020
Oda Mamen



Abstract

Antibiotic resistant microorganisms are one of the biggest concerns of today, and little is
known about how resistant bacteria enter the food chain, but the environment and foodstuffs
in Norway is a possible and not thoroughly studied source. Among the foodstuffs is milk,
where little is done to map what kind of resistance mechanisms exist in the bacteria, and
whether this can spread to and become a problem in humans. The purpose of the work in this
thesis was to search for antibiotic resistant bacteria in milk from cows that have never
received antibiotics, and what kind of antibiotics they are resistant against, and what
mechanisms grant this resistance. The goal was to map resistance mechanisms in bacterial
isolates gathered as a part of the JurFrisk project, and study the proliferation potential,
deviation from wild types and clinical relevance by genotyping/sequencing and MIC
determinations. 81 isolates from the milk of healthy cows were grown on blood agar from
deep frozen glycerol stocks, and then transferred to ESBL, CRE and MRSA plates. In
addition to this, 12 isolates from cows with mastitis, which had already grown on ESBL
plates, were re-cultivated for further study, to see what exactly gave them resistance. DNA
was extracted and all resistant samples were screened for typical resistance genes using
PCR/gPCR multiplexing. DNA from several of these samples was whole genome sequenced
to find resistance and virulence genes. All of this was supposed to be done with milk samples
as well, but none of the 40 milk samples gave a single colony on any of the antibiotic plates.
Of the freezer samples, none of the multiplexes gave any positives, but several resistance and
virulence genes were found by sequencing. They had genes that can grant resistance to many
kinds of antibiotics, like tetracycline, fluoroquinolones, rifampins and betalactams, meaning
they have defense mechanisms against the four main targets for antibiotics: the protein
synthesis, the DNA synthesis, the RNA synthesis and the cell wall synthesis. The resistance
mechanisms discovered was both protection of the target, inactivation of the antibiotic,
modified target and, mainly, efflux pumps. The MIC testing suggested an acquired and
clinically relevant resistance in some of the bacteria and it was also found genes associated
with mobile genetic elements, that can cause an increased proliferation of resistance genes.
Several virulence genes were also discovered in the resistant bacteria, that can aid the
organisms in colonization, survival and proliferation in host, in addition to causing additional
harm during an infection. It would seem that even cows that don’t receive antibiotics can
carry, and help spread, virulent bacteria with clinically relevant, acquired resistance genes.

Further studies could help discover how exactly resistant microbes enter the food chain.



Sammendrag

Antibiotikaresistente mikroorganismer er en av de sterste utfordringene vi mgter i dag, og
man vet forelgpig lite om hvordan resistente bakterier inntar matkjeden, men miljget og
neringsmidler i Norge er en mulig og lite undersgkt kilde. Disse naringsmidlene inkluderer
melk, hvor det er gjort lite for a kartlegge hvilke typer resistensmekanismer som eksisterer i
bakteriene, og hvorvidt disse kan spres til og bli et problem hos mennesker. Hensikten med
denne oppgaven var a undersgke om det finnes antibiotikaresistente bakterier i melk fra kyr
som aldri har fatt antibiotika, og hva slags antibiotika de er resistente mot, samt hvilke
resistensmekanismer som gir denne resistensen. Malet var & kartlegge resistensmekanismer i
bakterielle isolater oppsamlet som en del av JurFrisk-prosjektet og undersgke
spredningspotensialet, avvik fra villtyper, og klinisk relevans ved genotyping/sekvensering og
MIC-bestemmelser. 81 isolater, isolert fra melk fra friske kyr, ble vekket til live fra
glyserolstocks pa blodagar. Prgvene ble sadd ut pa ESBL-, CRE- og MRSA-skaler, i tillegg
ble 12 isolater fra kyr med mastitt, som var plukket fra vekst pa ESBL-skaler, ogsa vekket for
videre undersgkelser av hva som gjgr dem resistente. DNA ble ekstrahert og alle resistente
preaver ble screenet med PCR/QPCR multipleks for typiske resistensgener. DNA fra flere av
disse prevene ble helgenomsekvensert for a finne resistensgener og virulensgener. Alt dette
skulle ogsa ha blitt gjort med melkepraver, men ingenting fra 40 forskjellige melkeprgver ga
vekst pa noen antibiotikaskaler. Hos de fryste pravene var hver multipleks negativ, men det
ble funnet mange resistens- og virulensgener i sekvenseringen. Bakteriene hadde gener som
kan gi resistens mot mange typer antibiotika, som tetracyclin, fluoroquinoloner, rifampiner og
betalaktamer, som betyr at det ble funnet forsvarsmekanismer mot alle de fire typiske
angrepspunktene til antibiotika, nemlig proteinsyntesen, DNA-syntesen, RNA-syntesen og
cellevegg-syntesen. Resistensmekanismene som ble oppdaget var bade beskyttelse av
angrepspunktet, inaktivering av antibiotika, modifisert angrepspunkt, og i all hovedsak
efflukspumper. MIC-testene antydet en ervervet og klinisk relevant resistens hos enkelte av
bakteriene, og det ble funnet gener forbundet med mobile genelementer, som kan bidra til gkt
spredning av resistens. Det ble ogsa funnet mange virulensgener hos alle de resistente
bakteriene, som kan hjelpe dem med kolonisering, overlevelse og spredning i verten, samt
utgjere ytterligere skade under en infeksjon. Tilsynelatende kan selv kyr som ikke far
antibiotika veere baerere, og bidra til spredningen av, virulente bakterier med klinisk relevante,
ervervede resistensgener. Videre undersgkelser av dette kan veere et ledd i 4 avdekke hvordan

resistente mikrober kommer inn i matkjeden.
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Minimum inhibitory concentration
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ORF Open reading frame
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PCR Polymerase chain reaction

PIA Polysaccharide intercellular adhesin
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gPCR Quantitative polymerase chain reaction
rMLST Ribisomal multilocus sequence typing
RND Resistance-nodulation-division

RPP Ribosomal protection protein

S Streptomycin

SMR Small multidrug resistance

T2SS Type 2 secretion system

T3SS Type 3 secretion system

T4SS Type 4 secretion system

T6SS Type 6 secretion system

T7SS Type 7 secretion system

TAE Tris-acetat-EDTA

TE Tetracyclin

™ Trimetoprim

Tn Transposoner

VFDB Virulence factors database

VISA Vancomycin intermediade-resistant S.aureus
VRSA Vancomycin-resistant S.aureus

WHO World health organization
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1. Introduksjon

Antibiotika-resistens er et gkende problem i verden. Det er fascinerende hvordan bakterier
klarer & utvikle forsvarsmekanismer mot stoffene vi bruker for a bekjempe dem, og det er like
spennende, og dessuten sveert viktig, a kartlegge disse mekanismene. Vi har enna ingen
fullgode alternativer til antibiotika, som er klare til & erstatte bruken av disse stoffene. Dersom
resistens utvikles raskere enn nye typer antibiotika eller alternative medisiner vil selv sma
infeksjoner kunne utgjare en stor trussel. Antibiotikaresistens har veert et kjent problem
ganske lenge, og man har lenge visst at gkt forbruk av antibiotika hos mennesker og dyr vil fa
fortgang i gkningen av resistens (Ventola, 2015), men man har enna ikke sett sa mye pa
forekomsten av antibiotikaresistente bakterier i miljget rundt oss. Tidligere masteroppgaver
har tatt tak i dette, og undersgkt forekomsten av resistente bakterier i miljget og funnet flere
antibiotika-resistente bakterier i prgver fra bade vann og jord (se for eksempel Bentsen
Skaflem, 2018; Lillebakk, 2017; Stele, 2017), men hvorfor stoppe der? Siden disse bakteriene
finnes i jord og vann, er det grunn til & tro at de kan spre seg langt i naeringskjeden, fra jord og
vann til planter og dyr, og videre til mennesker, til andre mennesker, og tilbake til jord og
vann. Det er mye det gar an a undersgke her, men for a begrense det til én problemstilling det
er gjennomfgrbart a finne et svar pa i lgpet av denne oppgaven: hvis det finnes
antibiotikaresistente bakterier i melk, hva slags resistensgener har de, hva slags
resistensmekanismer gir genene, og hva slags antibiotika er de resistente mot? Det kan veere
lett & forestille seg at dersom en syk ku har fatt antibiotika, sa vil det gi mening at man etter
hvert finner resistente bakterier i melken, men hva om de aldri far antibiotika? | denne
oppgaven vil dette undersgkes, i samarbeid med prosjektet JurFrisk, ved a teste bakterier
hentet fra melk fra friske og syke kyr, som aldri noen gang har fatt antibiotika, gjennom
tradisjonelle dyrkningsbaserte metoder og moderne molekylarbiologiske metoder. Malet med
a finne svaret pa denne problemstillingen vil vaere a forhapentligvis styrke kartleggingen av

resistente bakterier i miljget.

1.1 Hva er antibiotika?

Antibiotika er definert som antimikrobielle forbindelser, produsert av mikroorganismer som
kan hemme andre mikroorganismer, selv ved svert lav konsentrasjon. Det ble farst oppdaget
ved et uhell av den skotske legen Alexander Fleming i 1928, da en skal med stafylokokker ble
infisert med en ukjent sopp som hemmet veksten av bakteriene. Soppen ble senere bestemt til

a veere Penicillium notatum, og var starten pa et revolusjonerende steg i legemiddelindustrien



(Tronsmo, 2016). Selv om penicillin ble oppdaget allerede i 1928, var det ikke et utbredt
legemiddel far 1943, men etter at antibiotika ble tatt i bruk, har det reddet millioner av liv som

ellers ville gatt tapt til infeksjoner (Ventola, 2015)

Det finnes i dag mange varianter av antibiotika, som klassifiseres basert pa hvilken
cellekomponent de angriper, i tillegg til om de induserer celleded (baktericide egenskaper)
eller kun hemmer videre vekst hos cellen (bakteriostatiske egenskaper). De aller fleste typer
antibiotika som benyttes i dag angriper bakteriens syntese av proteiner, DNA, RNA eller

cellevegg (Kohanski et al., 2010), som vist i figur 1:

Cellevegg-syntese

Betalaktamer (G+/G-)
Penicilliner
(Penicillin/Ampicillin/Oxacillin)
-Carbapenemer
(imipenem/Meropenem)
Cetalosporiner
(Cefepim/Cefotaksim)

Glycopeptider (G¢) RNA-syntese

Rifamyciner (G+/G-)
-Rifampin

Vancomycin

DNA-syntese

Fluoroquinoloner (G+/G-)
Ciprofioxacin

Trimetoprim (G+/G-)

Protein-syntese

30s
Teteacycliner (G+/G-)
Tetracyclin

S0s
Macrolider (G+/G-}  Aminoglycosider (G+/G)
Erythromycin -Streptomycin

Cellemembran

Lipopeptider
Polymixin (G-)

Figur 1 viser en bakteriecelle, bdde som Gram-positiv og Gram-negativ, og punktene i cellen forskjellige typer antibiotika kan
angripe (Kohanski et al., 2010). lllustrasjon: Oda Mamen

Figur 1 fremstiller de fire vanligste angrepspunktene til antibiotika hos en bakteriecelle, samt
noen eksempler pa vanlige varianter av antibiotika. Ett eksempel for cellemembranen er ogsa

inkludert, men vil ikke diskuteres videre, da det meste av antibiotika angriper cellevegg-
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syntese, proteinsyntese, DNA-syntese og RNA-syntese. Mange typer antibiotika virker pa
bade Gram-positive og Gram-negative bakterier, men enkelte er beregnet pa kun én variant,
dette er markert i parentes bak antibiotikumet. Medisin som virker mot mange forskjellige
patogener, for eksempel bade Gram-negative og Gram-positive bakterier klassifiseres som
bredspektret, mens medisin som kun er effektiv mot et snevert utvalg regnes som smalspektret
(Willey et al., 2014). For eksempel vil vancomycin regnes som et smalspektret antibiotikum
da det kun brukes mot Gram-positive bakterier, mens ampicillin kan brukes mot Gram-
positive og i tillegg veere effektiv mot mange Gram negative, og regnes derfor som
bredspektret (Willey et al., 2014).

Angripe celleveggen

Felles for alt av antibiotika er at de i starst mulig grad skal angripe strukturer som er unike for
bakteriecellen, slik at vare egne celler ikke skal ta skade av stoffet. Det ma nevnes at selv om
antibiotika ikke er tiltenkt a skade vare celler, kan hgye doser av antibiotika likevel ha
toksiske effekter pa mennesker (Heta & Robo, 2018). Men celleveggen er et godt
angrepspunkt, da dyreceller mangler denne strukturen fullstendig, og i riktige doser skal det
vaere trygt & administrere antibiotika som angriper celleveggen. Eksempler pa denne typen
antibiotika er penicillinene, hvor det primare angrepspunktet i celleveggsyntesen er
penicillin-bindene proteiner (PBP) (Kohanski et al., 2010). Den viktigste strukturen i

penicillinene er betalaktam-ringen:

Q S e
\ A Z
h—c—Ni=cl — ¢y \CH/

| | | ~cMz

C~==N____¢C-
Y, C -¢cool
O

Figur 2 viser strikturen til penicillin G, hvor betalaktam-ringen er uthevet i grgnt. lllustrasjon: Oda Mamen

| figur 2 benyttes penicillin G som eksempel, ikke alle penicilliner ser slik ut, men ringen,
uthevet i grant, er felles for alle. Strukturen til penicilliner ligner pa en struktur man finner i
peptidoglykan. Denne likheten kan medfare blokkering av enzymet som katalyserer
kryssbindingen i peptidoglykanet, som vil medfare en ufullstendig celleveggsyntese, som
igjen vil medfare at cellen lyserer under osmotisk trykk (Willey et al., 2014). Stoffer som

gdelegger celleveggsyntese vil altsa vere baktericide, da bakteriecellen ikke vil overleve. Det
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ikke kun penicilliner som har denne ringen, carbapenemer (som imipenem og meropenem) og
cefalosporiner (som cefepim og cefotaksim) er ogsa betalaktamer, som vist i figur 1. Av
betalaktamene som er tilgjengelige i dag, er carbapenemer mye brukt da de er veldig
bredspektrede, og ofte er resistente mot hydrolyse utfart av betalaktamaser, altsa enzymer
som gdelegger betalaktam-ringen (Papp-Wallace et al., 2011). Cefalosporiner er en stor
gruppe av betalaktamer som har blitt mye brukt takket veere lav toksisitet, og fordi dette er
relativt bredspektret. De har blant annet blitt mye brukt mot lungebetennelse, infeksjoner i
huden, bakteriemi og meningitt, men stort forbruk av cefalosporiner har gjort resistens relativt
vanlig. Nye varianter av cefalosporiner utvikles for a bekjempe resistens, som for eksempel
cefepim, et fjerde generasjons cefalosporin som benyttes for & bekjempe resistente infeksjoner
(Marshall & Blair, 1999). Betalaktamer generelt er i dag den mest brukte typen av antibiotika,
og varianter av dette har blitt benyttet sveert lenge (Bush & Bradford, 2016).

Angripe proteinsyntesen

Proteinsyntese er en kritisk funksjon for alle celler, bade prokaryote og eukaryote, og dersom
proteinsyntesen skal forstyrres, er ribosomene et godt mal. Pa grunn av forskjellen mellom
ribosomstrukturene i prokaryoter og eukaryoter er det kun prokaryot proteinsyntese som skal
angripes nar man benytter antibiotika som forstyrrer proteinsyntesen. Bakterieribosomene er
forskjellige nok fra eukaryote ribosomer, til at det normalt er trygt & administrere antibiotika
som angriper disse strukturene (Béttger et al., 2001). Bade 50S og 30S i bakterieribosomet er
utsatt. 50S er angrepspunktet for macrolider som erythromycin, mens 30S er malet for
tetracycliner som tetracyclin og aminoglycosider som streptomycin. Tetracyclin er et
bakteriostatisk stoff som hemmer veksten til bakterien nar det forhindrer translasjon ved a
stanse binding av aminoacyl tRNA til ribosomet, mens streptomycin er et baktericid som
binder til 30S og serger for at det blir satt inn feil aminosyrer i et protein (Kohanski et al.,
2010).

Angripe DNA-syntesen

For at en celle skal kunne dele seg ma DNA replikeres, dersom dette stoppes vil celledelingen
o0gsa stoppe opp. Trimetoprim er et eksempel pa antibiotika som forstyrrer denne prosessen.
Dette er et bredspektret antimikrobielt stoff som er hyppig brukt mot blant annet
urinveisinfeksjoner (Coque et al., 1999). Trimetoprim er et 2,4 diaminopyrimidin og hemmer
enzymet dihydrofolat reduktase, som medfarer forstyrrelser syntesen av folsyre og dermed
syntesen av pyrimidiner (Zinner & Mayer, 2015). Fluoroquinoloner er ogsa antibiotika som

angriper DNA-syntese. Dette er syntetiske antimikrobielle stoffer som brukes mot en rekke
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bakterielle infeksjoner hos bade mennesker og dyr. De virker ved & inhibere DNA-gyrase, en
type topoisomerase som handterer superkveiling av DNA i replikasjonen (Brown, 1996).

Ciprofloxacin er et eksempel pa dette.

Angripe RNA-syntesen

RNA er viktig for cellen, ikke bare for transkripsjon og translasjon i proteinsyntesen, men
ogsa for oppbygning av ribosomer og mange regulatoriske mekanismer. Rifamyciner som
rifampin hemmer DNA-avhengig transkripsjon ved & binde til B-subenheten (kodet av rpoB-
genet) til en RNA-polymerase som binder til DNA (Kohanski et al., 2010).

1.2 Hva er antibiotikaresistens?

At en bakterie er resistent mot et antibiotikum betyr at den kan leve og formere seg med
antibiotikumet til stede, hvor andre bakterier vil da eller slutte & vokse. Mekanismene en
bakterie benytter for & beskytte seg mot antibiotika kan grovt deles inn i fire hovedgrupper
(Reygaert, 2018):

e Dbegrense opptaket av antibiotika inn i cellen
e inaktivere antibiotika
e modifisere/bytte ut angrepspunktet til antibiotika

e aktiv utpumping av antibiotika med efflukspumper

Disse resistensmekanismene kan veere naturlige eller ervervet. Naturlig resistens er genetisk
betinget, og vil ga i «arv» ved celledeling. For eksempel vil Gram-negative bakterier ha
naturlig resistens mot vancomycin, da de har en «medfgdt» beskyttende cellemembran rundt
seg som vancomycinen ikke kan trenge gjennom for & na celleveggen, som er angrepspunktet
til dette glycopeptidet. Eller det kan vaere snakk om at angrepspunktet til antibiotikumet rett
og slett ikke eksisterer i bakterien (Gaustad, 2001). For eksempel finnes det bakterier, som
Mycoplasma spp, som fullstendig mangler cellevegg, og dermed er naturlig resistente mot alle
stoffer som angriper celleveggen. Naturlig resistens kan defineres som en egenskap som er
delt hos alle medlemmer av en bakterieart, som er uavhengig av om bakterien har veert i
kontakt med antibiotika, og som ikke er forbundet med horisontal genoverfgring (Reygaert,
2018).

Ervervet resistens, derimot, skyldes nye egenskaper som bakterien tilegner seg ved
mutasjoner eller horisontal genoverfaring, altsa gener som overfgres mellom eksisterende

bakterier, og ikke fra morcelle til dattercelle gjennom celledeling (Gaustad, 2001). Horisontal
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genoverfgring kan skje pa tvers av stammer og arter, og kan dermed bidra til rask spredning
av resistens hos bakterier (Lerminiaux & Cameron, 2019). Horisontal genoverfaring skjer
gjennom tre mekanismer, transduksjon, transformasjon eller konjugasjon (Daubin & Sz6116si,
2016), som bakterier drar nytte av ved at det skaper en stgrre grad av genetisk diversitet, og

kan gi enkeltbakterien ngdvendige fordeler i konkurranse eller overlevelse.

Transduksjon:

Figur 3: Transduksjon. Illlustrasjon: Oda Mamen

Ved transduksjon overfgres DNA fra en bakterie til en annen ved hjelp av et virus som
infiserer bakterieceller, en sakalt bakteriofag, som vist i figur 3. Bakteriofagen angriper sin
bakterievert og injiserer eget arvestoff. | prosessen vil vertens DNA fragmentere, og nar nye
bakteriofager settes sammen inni bakterien, kan en bakteriofag ved et «uhell» fylles med
bakterie-DNA fremfor bakteriofag-DNA. Feil DNA vil ikke stoppe bakteriofagen fra a ellers
oppfere seg som normalt, sa nar bakterien lyserer, og bakteriofagene slipper fri, vil
bakteriofagen med bakterie-DNA angripe en ny bakterie, og injisere arvestoffet sitt, og

dermed fungere som en vektor. Transduksjon vil normalt veere en ganske begrenset prosess,

14



da virus er sveert spesifikke nar det gjelder vertscelle, og dermed vil ikke gen overfares til en
hvilken som helst art (Daubin & Sz6116si, 2016).

Konjugasjon:

Figur 4: Konjugasjon. lllustrasjon: Oda Mamen

Konjugasjon er en type horisontal genoverfgring hvor genetisk materiale overferes fra én
celle til en annen, gjennom en pilus, som vist i figur 4. To bakterier ligger inntil hverandre, og
den ene strekker ut en pilus, ogsa kjent som en sex-pilus, og huker tak i den andre bakterien
og danner en konjugasjonsbro, hvor deler av kromosomet eller et plasmid kan overfgres. Den
nye bakterien vil fa en kopi av det overfarte materialet, slik at den opprinnelige bakterien ogsa
beholder den genetiske informasjonen. Den nye bakterien vil ogsa fa evnen til & danne en sex-

pilus og kan dermed dele genene videre (Daubin & Szo6l116si, 2016).

Transformasjon:

Figur 5: Transformasjon. lllustrasjon: Oda Mamen

Transformasjon er en prosess hvor bakterier kan ta opp lgst DNA fra miljget, og inkorporere
det i eget genom. DNA-fragmentet vil enten ende opp i bakteriens kromosom, eller som et
lgst plasmid, som vist i figur 5 (Daubin & Sz6116si, 2016).
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Beskytte celleveggen

Mange Gram-positive bakterier har utviklet resistens mot betalaktamer ved & endre strukturen
og/eller antallet penicillin-bindene proteiner (PBP), som er transpeptidasene involvert i
konstruksjonen av peptidoglykan i celleveggen. Ved a endre det normale antallet PBP vil det
pavirke hvor stor andel av antibiotikumet som kan binde, og dermed pavirke effektiviteten til
medisinen. De kan ogsa endre strukturen pa disse proteinene, slik Staphylococcus aureus gjer
nar den tilegner seg mecA-genet som koder for penicillin-bindende protein 2 a (PBP2a).
Endret struktur pa disse proteinene kan redusere bindingsevnen til betalaktamer, eller fjerne

evnen fullstendig (Reygaert, 2018).

En annen viktig mekanisme for & beskytte celleveggen finnes hos ESBL-produserende
bakterier. ESBL star for “extended spectrum B-lactamase”, som er enzymer bakteriene
produserer for & gdelegge betalaktam-ringen i betalaktamer med utvidet spektrum, slik som
tredje generasjons cefalosporiner (Brolund, 2014). Flere typer antibiotika er utviklet for a
handtere blant annet infeksjoner med ESBL-produserende bakterier. Carbapenem-antibiotika
som imipenem og meropenem er hyppig brukt mot infeksjoner med multiresistente Gram-
negative bakterier, inkludert ESBL-produsenter. Likevel har resistens utviklet seg, hos
bakterier kjent som «carbapenem-resistant enterobacteriaceae» (CRE), som produserer
carbapenemaser, den mest allsidige familien av betalaktamasene (Queenan & Bush, 2007;
Thermo Scientific, 2020a).

Beskytte proteinsyntesen

Resistens mot antibiotika som angriper ribosomene, som tetracyclin og streptomycin, oppstar
gjerne gjennom mutasjoner i ribosomene, metylering av ribosomale subenheter, eller
«Ribosomal protection proteins» (RPP). RPP er proteiner som fjerner antibiotikumet som har
bundet seg til ribosomet (Connell et al., 2003; Reygaert, 2018).

Beskytte DNA-syntesen

Fluoroquinoloner som ciprofloxacin forstyrrer DNA-syntesen, og resistens mot dette oppnas
gjennom & modifisere enzymet som angripes. Mutasjoner i gyrase/topoisomerase sgrger for
endret struktur i enzymet, og dermed ogsa at antibiotika ikke binder til malet sitt (Reygaert,
2018).
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Beskytte RNA-syntesen

Resistens mot antibiotika som forstyrrer RNA-syntesen, som rifampin, skjer hovedsakelig
gjennom kromosomale mutasjoner i rpoB-genet, som koder for 3-subenheten i RNA-
polymerase (Alifano et al., 2015).

Dette er kun noen eksempler pa mekanismer bakterier har utviklet for & beskytte de
forskjellige angrepspunktene. Noen egenskaper Vil ogsa kunne beskytte flere eller alle
angrepspunktene, som blant annet mange av de naturlige resistensmekanismene, som vil vere
tilfelle med for eksempel en beskyttende yttermembran hos Gram-negative bakterier.
Efflukspumper er ogsa et godt eksempel pa mekanismer som kan gi beskyttelse mot flere
typer antibiotika, og andre skadelige stoffer. Disse er ofte indusert naturlig resistens, altsa er
det noe bakterien alltid har, men det blir ikke ngdvendigvis uttrykt far det er behov for det.
Ikke alle er naturlige heller, da det finnes noen Gram-positive efflukspumper som overfgres
via plasmider (Reygaert, 2018). Generelt finnes det fem hovedfamilier av efflukspumper,
klassifisert basert pa struktur og energikilde. Disse familiene er illustrert i figur 6:
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Figur 6 viser den generelle strukturen til de fem hovedfamiliene av efflukspumper (Reygaert, 2018). lllustrasjon: Oda Mamen

RND star for «resistance-nodulation-division». Denne familien bestar av effluks-systemer
som krysser bade yttermembranen og innermembranen, og pumper skadelige stoffer ut av
cellen via en substrat-/proton-antiport-mekanisme. RND finnes hos flere forskjellige Gram-
negative bakterier, og hjelper med a pumpe ut mange forskjellige stoffer. Hos noen bakterier

er pumpene ganske spesifikke for hva de klarer a pumpe ut, som for eksempel Tet-pumpene
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som kvitter cellen med tetracyclin, men andre har et bredere spekter, som MexAB-OprM-
pumper som gir naturlig resistens mot blant annet betalaktamer, tetracyclin, trimetoprim og

enkelte fluoroquinoloner (Reygaert, 2018).

SMR star for «Small multidrug resistance». Denne familien bestar av hydrofobe pumper
kodet fra kromosomet, transposerbare elementer, eller plasmider, og far energien sin fra
proton motiv-kraft. De pumper stort sett kun lipofile kationer og har dermed ofte et snevert
spekter. Enkelte av disse pumpene kan hjelpe bakterien & beskytte seg mot antibiotika,

normalt betalaktamer og aminoglycosider (Reygaert, 2018).

MFS star for «major facilitator superfamily» og katalyserer transport gjennom en antiport-
mekanisme med opplgst stoff /protoner, alternativt gjennom en symport-mekanisme med
opplast stoff/proton eller Na* (ikke vist i figur 6). Som gruppe har disse pumpene starst
diversitet, men individuelt er de ofte sveert spesifikke. En mindre spesifikk variant er NorA-
pumpen, som kan pumpe bade fluoroquinoloner og andre strukturelt ulike stoffer (Reygaert,
2018).

MATE stér for «multidrug and toxic compound extrusion efflux” som utnytter en Na* -
gradient til en antiport-mekanisme for & kvitte cellen med blant annet flere typer
fluoroquinoloner. Enkelte MATE-pumper kan ogsa fjerne aminoglycosider. Disse pumpene

finnes normalt hos Gram-negative bakterier (Reygaert, 2018).

ABC star for «<ATP-binding cassette», og er en familie som brukes til bade opptak og effluks.
Det unike med denne familien er at pumpene drives av ATP-hydrolyse. Pumpene
transporterer mange forskjellige enheter, som for eksempel aminosyrer, ioner eller legemidler.

Pumpene er ofte spesifikke (Reygaert, 2018).

Stoffer pumpet fra cytoplasma til periplasma kan videre tammes helt fra cellen gjennom

yttermembranen, via yttermembranproteiner (Blanco et al., 2016).

De aller fleste pumpene kodes fra faste plasser i kromosomet, men pumper kan lettere deles
mellom bakterier hvis de kodes fra plasmider, som er mobile gen-elementer (Reygaert, 2018).
Det er ogsa viktig & nevne at plasmider ikke er de eneste gen-elementene som er mobile, de er
en del av et stgrre konsept, kjent som mobile gen-elementer (MGE), et begrep som benyttes
om elementer som fremmer bade intracelluleer og intercellulzer forflytting av DNA (Partridge
et al., 2018). Med intercelluleer forflytting menes det at DNA-segmenter finner ny plass i

cellen, hvor gener «hopper» i kromosomet, plasmidene, eller mellom disse, og med
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intercellulaer forflytting menes det forflytting av gener mellom celler, slik som skjer via
konjugasjon, samt transduksjon og transformasjon. MGE har mye av ansvaret for anskaffelse,
akkumulering og spredning av resistensgener. | tillegg til plasmider finnes
insersjonssekvenser (1S) og transposoner (Tn), som er mobile genelementer som kan flytte seg
selv (med for eksempel resistensgener inkludert) til andre tilfeldige steder i cellens genom.
Integroner (In) er MGE som flytter seq til spesifikke plasser i genomet. At et resistensgen
flyttes fra et sted i cellen kan bidra til gkt resistens og spredning, dersom det flyttes (eller
kopieres og flyttes, som ogsa er mulig med replikativ transposisjon) til et sted hvor genet blir
transkribert i starre grad, eller det flytter seg til et plasmid som blir delt med andre bakterier.
Alle disse variantene av MGE finnes det normalt mer enn én kopi av, fordelt pa forskjellige
steder i genomet, og like eller lignende segmenter kan gjennomga homolog rekombinasjon,
hvor DNA-sekvenser byttes ut med sekvenser som er plassert pa homologen (Partridge et al.,
2018). Ikke alle tilfeldige endringer i DNA er positive, faktisk vil det som oftest gi ingen eller
en fatal effekt (Desai & Fisher, 2007), men bakterier er mange og har kort generasjonstid, sa
positive uhell oppstar relativt ofte. Selv om mange av disse endringene i DNA er tilfeldige,
for eksempel mutasjoner fremtvunget av DNA-skade, er det noen prosesser bakteriene har
mer kontroll over. For eksempel vil en bakterie veere mer mottakelig for transformasjon
dersom den blir stresset av et endret miljg, som er det som skjer nar det behandles med
antibiotika. Dersom bakteriens alternativ er & dg, sa gir det mening at cellen heller vil se etter
alternative lgsninger, og antibiotikakurer gir bakteriene en gyllen mulighet til & implementere
endringer i DNA som kan resultere i en ny resistensmekanisme. Men utvikling av resistens er
ikke utelukkende menneskeforskyldt, bakteriene har hatt nytte av dette lenge far mennesker
begynte & utnytte de antimikrobielle egenskapene til antibiotika. For eksempel ble resistens
mot en penicillin registrert allerede i 1940 (Ventola, 2015) og penicillin var ikke i hyppig
bruk far 1943, og var ikke en gang testet pa en person far 1941 (Gaynes, 2017), som betyr at
penicillin-resistens faktisk ble oppdaget far penicillin ble administrert for farste gang.
Antibiotikaresistens er altsa ikke noe nytt fenomen, som er ganske naturlig med tanke pa at
dette er stoffer som i bunn og grunn er utviklet av mikroorganismer for a bekjempe andre
mikroorganismer i naturen. Bakterier har veert i kontakt med dette for, og har hatt behov for &
beskytte seg mot disse antimikrobielle stoffene lenge far mennesker oppdaget dem. Nar det er
sagt, er det ikke lenger mye tvil om at overdreven bruk av antibiotika har provosert frem en
kraftig gkning i resistente bakterier siden det ble tatt i bruk som medisin, og
antibiotikaresistens regnes i dag som en av de starste truslene mot var helse (Blair et al.,
2015).
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1.3 Resistente bakterier

Selv om antibiotikaresistens finnes hos mange bakteriearter, er det gjerne noen enkelte som
trekkes frem som de store helsetruslene, spesielt de multiresistente artene. Disse har typisk
veert forbundet med nosokomiale infeksjoner (infeksjon oppstatt pa sykehus), men mange har
etter hvert spredt seg ut i samfunnet (van Duin & Paterson, 2016). En av de mest kjente
multiresistente bakteriene er meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA). S. aureus er
en Gram-positiv bakterie som kan gi sykdom i mange former, som blant annet hudinfeksjoner,
urinveisinfeksjoner, tarminfeksjoner, lungebetennelse, endokarditt, toksisk sjokk syndrom,
meningitt og mastitt (Nair et al., 2014). Meticillin ble tatt i bruk i 1960, og det ble brukt sveert
ukritisk, blant annet ble det til tider sprayet rett ut i luften pa sykehus, for a redusere smitte
hos nyfadte. Dette fungerte bra i begynnelsen, men det tok ikke lang tid fer resistens ble
oppdaget. Meticillin produseres ikke lenger i dag, men navnet bestar (Newsom, 2004), og i
tillegg til de fleste betalaktamer, er MRSA gjerne resistent mot flere andre typer antibiotika,
blant annet tetracyclin, aminoglycosider og fluoroquinoloner (Kaur & Chate, 2015).
Vancomycin ble etter hvert det foretrukne vapenet mot alvorlige MRSA-infeksjoner, derfor
skapte «vancomycin intermediate-resistant S. aureus» (VISA) bekymring da det ble oppdaget
i 1990. 1 2002 ble det i USA rapportert om en «vancomycin-resistant S. aureus» (VRSA), sa i
dag er heller ikke dette en sikker redning mot infeksjoner fra S. aureus (McGuinness et al.,
2017). Basert pa alle antibiotikaene denne bakterien har klart & oppna resistens mot, er det
ganske tydelig at den er svaert adaptiv. Det er verdt a legge merke til at dette er en bakterie
som 20-50% av mennesker er beaerere av, uten at de ngdvendigvis er syke, da bakterien
koloniserer bade nese og svelg, samt hud, har og sar (Granum, 2015). Dette ma ngdvendigvis
bety at den ofte er til stede nar pasienter behandles med antibiotika, selv i de tilfellene der det
ikke er denne bakterien som forarsaker sykdommen. Dette bgr igjen medfare at den ganske
ofte vil bli presset til & utvikle resistens, i hvert fall sammenliknet med «skumlere» bakterier
som ikke lever pa og i oss kommensalt. S. aureus er heller ikke den eneste stafylokokken man
trenger & bekymre seg for, da andre stafylokokker som Staphylococcus haemolyticus ogsa er

utbredte sykehusbakterier, godt kjent for & utvikle resistens (Barros et al., 2012).

Multiresistente Pseudomonas spp, regnes ogsa som et gkende problem. Disse Gram-negative
bakteriene er en viktig arsak til infeksjoner pa sykehus, som bakteriemi, urinveisinfeksjoner,
infeksjoner i operasjonssar, og aller mest luftveisinfeksjoner. De kan ogsa veere en arsak til

mastitt. Bakteriens biofilmproduksjon bidrar til gkt spredning av resistens, da bakteriene er i

tett kontakt i biofilmen, som gjer deling av plasmider sveert lettvint (Gupta et al., 2016;
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Swartz & Petersson-Wolfe, 2016). Den opportunistiske Pseudomonas aeruginosa utnytter
ofte svekkede individer, for eksempel de som lider av cystisk fibrose, og mange syke
pasienter pa sykehus. Utbredt bruk av antibiotika pa sykehus har selektert frem mange
resistente stammer, noe som har redusert behandlingsalternativene kraftig. Det at bakterien
trives godt i sykehusmiljger, som i avlgpsrer, respiratorer, pa frisk frukt som blir servert, eller
til og med pa fingrene til helsearbeidere, gjar ikke situasjonen noe bedre. Det positive med
denne bakterien, er at den forelgpig virker & hovedsakelig veere et problem forbeholdt
sykehus, og er enda ikke godt utbredt ellers i miljget, i motsetning til bakterier som MRSA
(van Duin & Paterson, 2016).

Men i likhet med MRSA, er det andre resistente bakterier som har etablert seg godt i miljget,
som ESBL-produsentene, som oftest er forbundet med Enterobacteriaceae-familien, hvor
Escherichia coli er en av de aller viktigste (Brolund, 2014; van Duin & Paterson, 2016).
E.coli er Gram-negative, normalt harmlgse bakterier som er en viktig del av den normale
floraen i tykktarmen hos varmblodige dyr, inkludert mennesker. Det finnes flere varianter,
hvor noen av dem kan forarsake problemer som urinveisinfeksjoner eller tarminfeksjoner,
eller hemolytisk-uremisk syndrom om man skulle veere spesielt uheldig med bakterie-typen.
Den kan dessuten forarsake mastitt (Suojala et al., 2013). E.coli kan ogsa veere carbapenem-

resistent, selv om det forelgpig er mindre vanlig (van Duin & Paterson, 2016).

Enterokokker er en type Gram-positive bakterier som ogsa normalt lever i tarmen, men noen
kan forarsake sykdom som urinveisinfeksjoner, meningitt eller infeksigs endokarditt.
Behandling av denne typen infeksjoner har blitt ufert med ampicillin, vancomycin og
aminoglycosider (som streptomycin), men flere multiresistente stammer har utviklet seg og
gjort behandlingen av disse infeksjonene utfordrende (Munita et al., 2012). Disse
opportunistiske bakteriene har ogsa vist seg a kunne vere en arsak til mastitt (Rozanska et al.,
2019).

1.4 Virulens

Selv om de fleste bakterier er harmlgse, og i mange tilfeller nyttige eller til og med kritisk
ngdvendige, er en god del bakterier patogene, altsa sykdomsfremkallende (Balloux & van
Dorp, 2017). Ofte er de kun opportunistiske, og er normalt ikke et problem hos friske
individer, men selv disse kan forarsake alvorlig sykdom, og det er i bunn og grunn kun
sykdomsfremkallende bakterier som gjar at antibiotikaresistens er et problem. Hadde de ikke

forarsaket infeksjon, hadde det ikke veert et behov for behandling, dermed er evnen til &
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fremkalle sykdom et viktig tema nar man diskuterer resistens. En patogen mikroorganisme er
en som har evnen til 4 fremkalle sykdom, og man kan si at virulensen til et patogen er et mal
pa hvor alvorlig sykdommen kan bli. Hos resistente bakterier snakker man ofte om
virulensfaktorer, altsa faktorer som vil gjere bakterien mer virulent. Eksempler pa slike
faktorer er mange, det er ofte faktorer som gir bakterien evnen til & spre seg, kolonisere
effektivt, beskytte seg eller pafere verten skade, og mange faktorer oppnar flere av disse
malene samtidig. Blant annet vil alle gener som er assosiert med en flagell kunne regnes som
en virulensfaktor. Flageller er bevegelighetsorganeller som hjelper bakterien a flytte seg til
mer fordelaktige omrader, og dermed gke overlevelsesevnen. Dette har lenge veert nok til a
kalle flageller en virulensfaktor, men i senere tider har man ogsa oppdaget at flageller spiller
en rolle i flere prosesser, inkludert adhesjon, biofilmdannelse, manipulering av vertens

immunsystem og sekresjon av andre virulensfaktorer (Duan et al., 2013).

Pili er sma harliknende strukturer pa bakterien, som er mindre og flere enn flageller, men de
har ikke fullstendig urelaterte funksjoner. Pili hos en bakterie vil kunne gi den evnen til a feste
seg bedre til overflater, enten abiotiske, eller til celler hos organismen den infiserer, som gjar
den vanskeligere a bli kvitt. Pili kan ogsa hjelpe med biofilmformasjon, bevegelighet og
DNA-overfgring (Berne et al., 2015). Bade flageller og pili bidrar til biofilmformasjon, som i

seg selv er en virulensfaktor.

Biofilm er en populasjon av celler som vokser samlet i en kompleks matriks pa forskjellige
overflater, disse er godt beskyttet og veldig vanskelig a fjerne. Bakterier i biofilm sitter godt
fast der de har etablert seg, i tillegg til at matriksen som omringer dem bidrar til beskyttelse

mot mange skadelige faktorer, som for eksempel antibiotika (Lewis, 2001).

Nar det gjelder skade pa strukturer, sa er listen lang, og inkluderer nedbrytningsenzymer som
proteaser og lipaser, samt endotoksiner og eksotoksiner. Endotoksiner er lipopolysakkarider
(LPS)-laget, som ikke er et egentlig toksin, men er sveert giftig, mens eksotoksiner er «ekte»
toksiner som bakterien skiller ut (Cavaillon, 2018). Dette er kun noen eksempler pa faktorer
som kan skade vev, celler, organeller eller annet. Et ganske standard eksempel pa en
virulensfaktor som forarsaker skade vil vaere hemolyse, som gdelegger blodceller. Det er flere
forskjellige toksiner som kan forarsake hemolyse, blant annet hemolysiner, og det finnes ogsa
forskjellige typer hemolyse. Hemolysetypene deles gjerne inn i tre grupper, alfa-hemolyse,
beta-hemolyse og gamma-hemolyse, men sistnevnte er noe misvisende da dette er navnet pa
fraveer av hemolyse pa blodskal (Buxton, 2005). Alfa-hemolyse og beta-hemolyse synes godt
nar bakterien dyrkes pa neringsmedium med blod. Som illustrert i figur 7 nedenfor, vil
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alfahemolytiske kulturer vokse frem med en grgnn sone i blodet rundt seg, mens
betahemolytiske kulturer vil fa en klar, gul sone, og gamma-«hemolysen» gir ingen slike

soner.

Figur 7 illustrerer forskjellen pé alfa-, beta- og gamma-hemolyse

Den granne fargen oppstar fordi bakterien produserer hydrogenperoksid, eller et toksin med
samme effekt, som oksiderer hemoglobin til methemoglobin (Barnard & Stinson, 1996). Den
gule sonen i betahemolyse oppstar som fglge av en fullstendig hemolyse av blodcellene. Selv
om «gamma-hemolyse» benyttes til & betegne fraveer av hemolyse pa blodskal, sa finnes det
noe som heter «gamma-hemolysin», som er et toksin S. aureus produserer for a angripe
vertens leukocytter, men dette vil ikke gi noen karakteristisk hemolysesone pa en blodskal
(Spaan et al., 2014). Det finnes ogsa et pore-dannende toksin som heter delta-hemolysin, som
induserer frigjgringen av tryptase og laktat dehydrogenase fra mastceller som i forhgyede
konsentrasjoner kan forarsake vevsskade. Toksinene har i tillegg evnen til & angripe en rekke
immunceller, som monocytter eller makrofager, som vil hjelpe bakterien & unnga vertens
immunsystem (Hodille et al., 2016). Slike toksiner kan skilles ut fra spesialiserte

sekresjonssystemer, som i seg selv kan regnes som en virulensfaktor (Thomas et al., 2014).

Sekresjonssystemer er en viktig del i mange prosesser en bakterie gjennomfgrer under en
infeksjon, mye fordi de skiller ut toksiner, enten til miljget rundt seg, eller direkte inn i cellene
til organismen den har infisert, men sekresjonssystemene bidrar med mer enn & utskille

toksiner. Andre sekrerte proteiner kan for eksempel fremme adhesjon til eukaryote celler,
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eller hjelpe bakterien & fa tilgang pa ressurser i spesielle nisjer, for eksempel ved & bryte ned

store molekyler til mindre molekyler som bakteriecellen kan ta opp (Green & Mecsas, 2016).

Disse faktorene og flere er a finne i mange forskijellige bakterier, som for eksempel de
tidligere nevnte multiresistente bakteriene, og kombinasjonen av multiresistens og hgy
virulens i en bakterie kan fa fatale konsekvenser ved en infeksjon.

1.5 Antibiotika-forbruk og spredning av resistens

Utviklingen og spredningen av antibiotikaresistens er i dag et godt kjent problem, som det
ikke er mulig & unnga. Bakterier utvikler seg og evolusjon eksisterer, akkurat det er det ingen
som kommer seg rundt. Likevel kan man se en tydelig korrelasjon mellom forekomsten av
resistens og antibiotika-forbruk i forskijellige land, sa hvordan utvikling og spredning arter seg
vil veere avhengig av hvor stort forbruket er (Merlin, 2020).

Figur 8 viser antibiotikaresistens sammenlignet med antibiotika-bruk for landene i Europa.
Alle dataene er hentet fra European Centre for Disease prevention and Control (ECDC)
(ECDC, 2018b; ECDC, 2018c) og satt ssmmen for & illustrere sammenhengen mellom
forbruk og resistens. Dette er ikke et fullstendig bilde, da ikke all informasjon var
tilgjengelig, og ikke alt av data var mulig 8 sammenstille, men det viser en trend. ECDC har
oppgitt forbrukstall i definerte dggndoser (DDD) per 1000 innbygger, mens resistenstallene er
basert pa andel resistente praver per type bakterie og antibiotika. | figur 8 vises
gjennomsnittlig resistensprosent per land, pa tvers av bakteriearter og type antibiotika. Det
totale forbruket er i virkeligheten noe hgyere for alle land, da tallene til ECDC er fra
«outpatient treatment centers», altsa allmennleger og i noen grad lokale klinikker, og ikke fra
sykehus. Disse tallene eksisterer, men var ikke like lett @ sammenstille, dessuten ser det ut til
at DDD per 1000 innbygger er ganske likt fra land til land, og vil ikke pavirke trenden som
vises i figur 8: land med hgyere antibiotika-forbruk har hgyere andel resistente bakterier.
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Figur 8 viser antibiotikaresistens og antibiotika-bruk per land i Europa (2018). Tsjekkia rapporterte ikke forbruket i 2018.

Graf: Oda Mamen

For datasettet som helhet er korrelasjonen mellom bruk og resistensprosent for 2018 = 0,438.
Basert pa tilsvarende tall fra tidligere ar er det for 2016 = 0,373 og for 2017 = 0,449. Siden
det er mange faktorer som pavirke dette (antall prever som er testet, hvilke bakterier som ble
testet det aktuelle aret per land o.1.) er det forventet at korrelasjonen svinger noe.
Korrelasjonskoeffisientene indikerer likevel en sammenheng mellom antibiotika-bruk og

resistens.

Det finnes ingen datasett som gjer det mulig & sammenstille dette direkte med USA, fordi det
ikke finnes apne datasett som inneholder definerte degndoser. Datasettene som er
tilgjengelige viser antall resepter per 1000 innbyggere per ar, men sier ingenting om hvor
store doser / lange antibiotikakurer som utskrives per resept. Det som likevel er tydelig er at
USA utskriver mye antibiotika, pa landsbasis er gjennomsnittet 820 antibiotika-resepter per
1000 innbyggere per ar (CDC, 2020a), altsa er det i gjennomsnitt under to av ti amerikanere
som ikke far antibiotika hvert ar. Syv stater skrev ut mer enn 1000 resepter per 1000
innbygger, som betyr at samtlige innbyggere i staten i gjennomsnitt fikk én antibiotika-resept
i 2017 (CDC, 2017). Dataene tar ikke hensyn til at den samme pasienten kan fa mange
antibiotika-resepter etter hverandre, men indikerer likevel et hgyt antibiotika-forbruk. Alle
dataene er «outpatient treatment», altsa allmennleger og klinikker, sann som EU-dataene. Det
inkluderer Kklinikker tilknyttet sykehus, men ikke antibiotika-bruk for pasienter innlagt til
behandling pa sykehuset. Totalt ble det utskrevet 268 millioner antibiotika-resepter i 2017, og

Centers for Disease Control (CDC) estimerer at minst 30 % er helt ungdvendige. Hvis man
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inkluderer feil medisinbruk, inkludert feil antibiotikavalg, feildosering eller feil lengde pa
antibiotikakuren gker tallet «feil-resepter» til 50 %. Blant reseptene som var ungdvendige er
resepter mot sykdommer hvor antibiotika ikke har noen effekt (som resepter skrevet ut for
«the common cold», forkjalelse som er forarsaket av virus) eller hvor antibiotika er
ungdvendig (plager vi i Norge ikke ville gitt antibiotika mot, som milde grebetennelser som

gar over av seg selv ganske fort) (CDC, 2020Db).

Basert pa data fra CDC National Antimicrobial Resistance Monitoring System (CDC NARMS)
har USA resistensrater tilsvarende toppsjiktet i Europa, mellom 41 og 44 % resistens i
gjennomsnitt (pa tvers av bakteriearter og type antibiotika). Datasettet viser resistens i prgver
tatt fra mennesker som en del av USAs nasjonale antibiotikaresistens-screening (CDC
NARMS, 2020).

Det er altsa liten tvil om at det skrives ut sveert mye antibiotika, men na er det ogsa slik at
antibiotika-forbruk ikke kun er forbeholdt mennesker. I mange ar har antibiotika blitt benyttet
for & behandle eller forebygge sykdom hos dyr. Mange steder har det lenge veert vanlig a
tilsette antibiotika i foret til dyrene, for & unnga sykdom og dermed gkonomiske tap. Det har
vist seg at dette gker forekomsten av antibiotikaresistente bakterier, og at denne resistensen
kan overfares til mennesker som er i kontakt med eller konsumerer disse dyrene. Dyrene kan
ogsa ha avfgring kontaminert med resistente bakterier, som vil bidra til & spre resistente
bakterier i naturen, gjennom jord, planter, vann, og alt dyrenes avfgring kan komme i kontakt
med (Reygaert, 2018).

Dette er bekymringsverdig da det i 2016 ble klart at 80 % av all antibiotika i verden ble brukt
i dyrefor: kun 20% av antibiotika-forbruket i verden gikk med til faktisk syke mennesker og
dyr, mens resten brukes i dyrefor. 1 2016 ble det klart at det i Kina brukes hele 15400 tonn
med antibiotika hvert eneste ar, og 8190 tonn i USA (Olsvik, 2016). | Norge ble det brukt
50,5 tonn antibiotika til mennesker, 5,9 tonn til husdyr og 0,2 tonn til fiskeoppdrett i 2016
(Folkehelseinstituttet, 2017). 1 1998 forbgd EU bruk av antibiotika hos dyr som ikke var
syke, for & bremse den ekstreme resistensutviklingen dette medfarer. Likevel ble det fortsatt
benyttet mye antibiotika i Europa. Tyskland, for eksempel, benyttet 150 mg pr kilo produsert
dyrekjgtt, mens Italia benyttet over 300 mg. Norge derimot 1a mye bedre an, med ca. 3,5 mg
per kilo produsert kjgtt av gris og kveg (Olsvik, 2016).

Konsekvensene av a ikke redusere forbruket av antibiotika kan veere fatale, nar alvorlige
bakterielle infeksjoner ikke kan behandles. Dette gjelder ikke ngdvendigvis kun bakterielle
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infeksjoner heller: Italia er som vist i figur 8 hgyt opp pa listen over bade forekomst av
resistente bakterier, og antibiotika-forbruk, og er per i dag (03.04.2020) hardest rammet av
Coronaviruset som oppstod i Wuhan i desember 2019. USA har tatt igjen Italia ved antall
smittetilfeller, men Italia har til na den aller hgyeste dadeligheten, langt hgyere enn andre
land, inkludert opprinnelseslandet Kina. Det har blitt diskutert om den hgye dagdeligheten kan
skyldes resistente bakterier, og at det ikke faktisk er viruset som hovedsakelig dreper, men
sekundzre infeksjoner av resistente patogene bakterier som far fotfeste grunnet pasientenes
svekkede immunforsvar (Fjeld, 2020). Fra far er det allerede blitt rapportert av CDC i 2019 at
mer enn 2,8 millioner antibiotikaresistente infeksjoner oppstar i USA hvert ar, og at mer enn
35000 mennesker dgr som fglge av dette (CDC, 2019). | 2018 rapporterte ECDC at det i
Europa der 33000 mennesker av antibiotikaresistente infeksjoner (ECDC, 2018a).

Problemene med overdreven bruk av antibiotika stopper heller ikke ved forbrukeren, da
resistensen kan spre seg videre. Den vil farst og fremst spre seg i pasienten, der gener kan
deles mellom forskjellige bakterier i det samme samfunnet. Disse bakteriene vil hos dyr
gjerne slippes lgs rett ut i naturen, mens fra mennesker reiser de gjennom avlgpsrenseanlegg
far de havner i resipienten, som en elv eller direkte i havet og kan spres videre derfra. Man
kan kanskje tenke at dette er et mindre problem hos mennesker, pa grunn av renseanleggene,
men avlgpsrenseanleggene fokuserer pa fjerning av fosfor og nitrogen, og ikke av bakterier.
Faktisk er det ingen prosesser i renseanlegget som er designet for a drepe bakterier, og
forekomsten av antibiotikaresistente bakterier er hgyere i utlgpsvannet fra renseanlegg enn i
overflatevannet fra andre kilder (Bouki et al., 2013; Rizzo et al., 2013), fordi ingen tiltak er
iverksatt for a fjerne dem. For & bekrefte at dette er vanlig praksis ogsa i Norge, ble
prosessingenigrene innenfor vann og avlgp Joakim Faxa og Kristian Enevold Henriksen fra
EnviDan AS kontaktet. EnviDan leverer blant annet ingenigrtjenester med fokus pa
barekraftige vann- og avlgpslgsninger, og Faxa og Henriksen har bekreftet at det i Norge i
dag normalt ikke gjeres noe for a redusere mengden bakterier som falger avlgpsvannet ut i
resipienten. Noen unntak kan veere bakteriologisk fglsomme resipienter, som for eksempel
lakseoppdrettsomrader, hvor det kan vere aktuelt & for eksempel benytte UV-straling, men
ellers er dette ikke i fokus i norske renseanlegg. Vann vil fungere som en effektiv spreder av
alt som lever i det, fordi det baerer dem med seg hvor enn det ender opp. Bakteriene vil
dermed kunne spre seg til flere omrader, og bli pafert eller tatt opp i flere organismer, bade
planter og dyr, og dyr som spiser planter, og dyr som spiser dyr. Spredningsnettet vil kunne

bli sveert komplekst.

27



| tillegg til at avlgpsvann naturlig inneholder mange bakterier, tilsettes det ogsa nitrifiserende
bakterier for a fjerne nitrogen fra avlgpsvannet (Wagner et al., 1996), og disse kan ogsa
utvikle resistens, for eksempel ved a dele gener med de bakteriene som finnes naturlig i dette
vannet. Undersgkelser har bekreftet at det finnes klinisk relevante resistens-gener i
plasmidene hos bakterier fra renseanlegg, som gir redusert sensitivitet mot mange forskjellige
typer antibiotika, som blant annet aminoglycosider, betalaktamer, fluoroquinoloner,
rifampiner og tetrasykliner, og i tillegg er det funnet flere gener for efflukspumper som kan gi
resistens (Szczepanowski et al., 2009). De mobile elementene kan altsa ganske lett bidra til
spredning av resistens i avlgpsvann, men det er i tillegg viktig a tenke over at slammet som
star igjen etter at vannet er sluppet ut i resipienten, ogsa vil vare fullt av bakterier. Disse kan
bre seg videre i miljget ved menneskelig hjelp, da slammet i mange tilfeller brukes som
gjedsel i jordbruket (Nedland, 2008), hvor bakteriene derfra kan spre seg til planter, dyr og
mennesker, og resistensen kan spres med dem. Heldigvis gjeres det hygieniske tiltak pa
slammet far det kan benyttes som gjedsel. Gjgdselvareforskriften sier at slam som skal
benyttes pa jord-arealer skal hygieniseres: slammet utsettes for hgy temperatur, og eventuelt
hay pH for & uskadeliggjare bakterier, virus og parasittegg (Nedland, 2008), sa mange av
mikroorganismene som lever her vil dg far de spres til jordbruket. Det er ogsa klart at mange
bakterier som mennesker og dyr inntar med maten vil elimineres sa snart de treffer alle
systemene kroppen har utviklet for a drepe fremmede organismer, som for eksempel
magesyren. Men mange patogener, som blant annet noen E.coli, har utviklet mekanismer for &
overleve magesyren, slik at de kan na tarmen og der forarsake sykdom (Smith, 2003). Altsa
kan det veere resistente bakterier som overlever gjennom hele fordgyelsessystemet, og spres
videre med ekskresjonen, og gjerne da etter de har delt genene sine med andre bakterier i
kroppen, som ogsa Vil fortsette a dele gener og skilles ut og spres videre. Bakteriene trenger
heller ikke & vere patogene for a veere et problem, kommensale bakterier kan dele gener like
lett som patogene bakterier, og tarmen er et perfekt miljg for horisontal genoverfaring
(Huddleston, 2014). Selv gener fra ufarlige bakterier kan altsa risikere & havne hos en patogen
bakterie. Det er ogsa viktig a huske pa at bakterier kan ta opp lgse gener, sa selv om det
resistente patogenet ikke selv overlever, er det fortsatt mulig at genene deres kan brukes

videre.
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1.6 Tiltak mot antibiotikaresistens

Selv om utviklingen av resistens i Norge ikke er like ekstrem som i mange andre land, er det
fortsatt viktig a bidra til & begrense spredningen. Regjeringen publiserte «Nasjonal strategi
mot antibiotikaresistens» i 2015, hvor hovedmalene for Norge var a redusere antibiotika-
forbruket, bruke det riktig, gke kunnskap om utvikling og spredning av resistens, og a «vare
en padriver i internasjonalt, normativt arbeid for & styrke tilgang, ansvarlig bruk og utvikling

av nye antibiotika, vaksiner og bedre diagnostiske hjelpemidler» (Folkehelseinstituttet, 2017).

A redusere spredningen av resistente bakterier i miljget kan veere et viktig steg i riktig retning
for & bremse utviklingen av resistens. Det kunne blant annet ha hjulpet a for eksempel endre
rutinene i renseanlegg, da disse i dag fungerer som inkubatorer og effektive spredere av
resistente bakterier. Det males ikke rutinemessig nivaer av hverken antibiotika,
antibiotikaresistente bakterier eller resistensgener i vannsektoren i dag (Omsted, 2019).
Avlgpsrensing i dag fjerner som nevnt kun nitrogen og fosfor for & unnga eutrofiering i
resipienten, men det gjeres ingen tiltak mot bakterier, annet enn pa slammet, hvor det utfgres
tiltak for & drepe sa mye som mulig av mikroorganismene som lever der for det benyttes som
gjedsel (Nedland, 2008). Prosessen med selve vannet kan innebzre en filtrering, men filtrerer
da kun slam og fragmenter, ingenting pa starrelse med en bakterie. | vannverk, derimot,
krever drikkevannsforskriften sterilisering av drikkevannet, sa om tilsvarende tiltak kunne

utfgres pa avlgpsrenseanlegg ville dette trolig hjulpet pa spredningen.

Om man bruker mindre antibiotika, er det uansett mindre resistens som kan spres, sa det a
redusere forbruket regnes likevel som det viktigste tiltaket for & unnga a legge selektivt press
pa bakterier. Spesielt resepter fra allmennleger bar reduseres, da det er disse som ma skrive ut
mest antibiotika, bade i USA og Europa (CDC, 2020b; ECDC, 2018b). Insentivene for dette
er ofte gkonomiske. | mange land far legene betalt per pasient, som gjar det lettere for en lege
a skrive ut ungdvendige resepter for a spare tid ved a ikke diskutere med pasienten, og for a
unnga at pasientene skal bytte til en lege som er villig til & skrive ut det de gnsker (WHO,
2011). Det er klart det ikke vil vaere lett & snu helt om pa hvordan et helt helsevesen er bygget
opp, men det er et problem som bgr anerkjennes. Kanskje venterommene pa legekontorer
hadde veert et nyttig sted a spre informasjon om resistens, da dette er et sted man uansett
gjerne venter lenge, uten mye annet & ta seg til. Med tilgang pa klar og tydelig informasjon
om hvorfor legen ofte vil velge a ikke skrive ut antibiotika, kan det kanskje redusere
diskusjonstiden hos legen. Det er ikke godt a si hvor god effekt det ville hatt, men det er et
tiltak som er raskt, enkelt og ganske billig & gjennomfare. Det er uansett et bra tiltak a spre
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informasjon der man kan, slik at flere er klar over hvor alvorlig sitasjonen faktisk er, og hva
man selv kan gjare for & bidra, som a bruke medisinene man far utskrevet riktig. Mange
velger & selv bestemme nar og hvor lenge de skal ta medisinen de har fatt, pa tross av hva
legen har sagt, og noen velger a dele rest-medisin med andre. Nesten 90 % av menneskelig
antibiotika-forbruk skjer utenfor sykehus (Folkehelseinstituttet, 2017), s& det er sveert viktig at

disse pasientene er klar over hvilket ansvar de har.

Der man er ngdt til & skrive ut antibiotika vil det ogsa hjelpe a bruke smalspektret antibiotika
fremfor bredspektret, der det er mulig, da resistens vil bli et mindre problem dersom det er
mulig & veere mer malrettet mot bakteriene som forarsakarsaker infeksjonene, fremfor a
forsgke a utrydde alt som finnes av prokaryoter. Det er dessuten bedre for individets helse om
mest mulig av de kommensale bakteriene overlever (Helsedirektoratet, 2018). Det er ogsa
viktig a papeke at nar det sies at antibiotika-forbruket skal ned, sa gjelder ikke dette kun hos
mennesker, men ogsa hos dyr. Som tidligere beskrevet, ligger en stor del av byrden pa
antibiotika-forbruk hos dyr. Dette er ikke et like stort problem i Norge som i flere andre land,
men det na er det en gang slik at mennesker kan spre resistens, og i en globalisert verden vil
resistens kunne spres pa tvers av landegrenser, sa det er viktig at alle land er med pa

reduksjonstiltakene.

Forsvarlig handtering av antibiotika-avfall og produkter med antibiotika-rester er ogsa kritisk,
bade hos bedrifter og privatpersoner. Det kan gjelde for eksempel medisiner med utlgpt
holdbarhet, medier benyttet pa lab som er tilsatt antibiotika, eller melk fra kyr som har blitt
behandlet med antibiotika, hvor rester av medisinen fortsatt er a finne i melken. Dersom slikt
avfall destrueres fremfor & deponeres, vil man forhindre spredning av resistens til naturen.
Man ma ogsa ta forhandsregler nar man jobber med resistente, eller potensielt resistente
bakterier, som har blitt gjort i denne oppgaven. Alt arbeid med potensielt resistente bakterier
ble utfgrt pa en patogen-lab som er spesielt designet for a forhindre spredning av

mikroorganismer ut av laben.

| tillegg til & begrense bruken av antibiotika, er det viktig a preve a begrense behovet for det.
Det kan for eksempel oppnas ved a utforske alternative behandlingsmetoder, som kan
redusere behovet for antibiotika, som for eksempel fagterapi, hvor bakteriofager benyttes til &
eliminere bakterien (Romero-Calle et al., 2019). Det er lite sannsynlig at vi noen gang finner
en faktisk «magic bullet», slik man fgrst trodde antibiotika var, som kan ta knekken pa alt og
er den store redningen pa alle infeksjoner, men jo flere alternativer det er tilgjengelig, jo
mindre antibiotika trengs det. Uansett om man kan finne gode alternativer til antibiotika eller
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ikke, er det alltid et behov for & redusere smittespredning gjennom gode smittevernsrutiner pa
sykehus, samt gode smittevernsrutiner i befolkningen generelt, da mindre sykdom vil medfere
lavere behov for antibiotika. VVaksinasjoner er et viktig ledd i a forhindre smitte, det trenger
ikke heller & veere vaksiner mot bakterielle infeksjoner. Selv vaksiner mot virus vil veere
effektivt, da mange padrar seg bakterielle infeksjoner etter at de har blitt smittet av et virus,
som fglge av et stresset immunsystem (Smith & Huber, 2018). Dessuten vil feerre virus-
smittede mennesker bety faerre pasienter pa sykehus, som ogsa er bra for begrensning av
smittespredning, og feerre mennesker vil fa resept pa antibiotika mot virusinfeksjoner fordi de
feildiagnostiseres. Dette gjelder ikke kun mennesker, men ogsa dyr: i 2015 ble det fastslatt at
antibiotika-forbruket i norsk lakseoppdrett har blitt redusert fra 775 mg pr kilo laks i 1987 til
kun 0,18 mg pr kilo, ved hjelp av gode oppdrettsvilkar og vaksinering, som er en veldig god
utvikling (Olsvik, 2016).

Selv om Norge allerede har redusert antibiotika-bruken jobbes det fortsatt aktivt med &
redusere bruken ytterligere. Dette er blant annet et ledd i prosjektet JurFrisk. Kyr kan som
andre dyr og mennesker fa infeksjoner. Det man ofte er bekymret for hos kyr er mastitt, en
infeksjon i juret som kan veere sveert smertefullt for dyret og som dessuten vil pavirke
melkeproduksjonen (Falentin et al., 2016; NMBU, 2020). Juret har den siste tiden vist seg a
ha sin egen mikrobiotika, som kan ha en viktig rolle i infeksjoner, pa samme mate som
tarmfloraen hos mennesker og dyr (NMBU, 2020), selv om dette temaet er noe som fortsatt
krever ytterligere forskning (Taponen et al., 2019). Antibiotikakurer vil kunne forstyrre den
normale floraen i tarmen, og kan medfare uheldig dysbiotisk tarmflora som kan igjen medfere
andre sykdommer (Zhang & Chen, 2019). Det gir mening at dette er tilsvarende med mastitt-
behandling ogsa: antibiotika kurerer mastitt, men det omorganiserer ogsa sammensetningen
av jur-floraen, som kan forarsake nye problemer i juret eller andre deler av kroppen. Et stgrre
problem vil veere om de sykdomsfremkallende bakteriene er resistente, ikke bare vil floraen
forstyrres, men man vil i tillegg ha problemer med & fa sykdommen under kontroll. Bade for
kuens helse, og for den totale reduksjonen av antibiotika-bruk, sgker JurFrisk & undersgke og
sammenlikne jur-mikrobiotaen hos friske og syke kyr (NMBU, 2020).

Denne oppgaven er utfert i samarbeid med JurFrisk, hvor tradisjonelle dyrkningsmetoder og
moderne molekylarbiologiske metoder benyttes for & bidra til & kartlegge forekomsten av

antibiotikaresistente bakterier i melken hos kyr som ikke har fatt antibiotika.
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1.7 Metodeteori
Nedenfor falger beskrivelser og utfyllende forklaringer av teorien bak de forskjellige
metodene som er benyttet i denne oppgaven. Beskrivelse av fremgangsmater, utstyr, volum og

sa videre, samt informasjon om produsenter er inkludert i seksjon 2 «Materialer og metoder».

Dyrkningsbaserte metoder

Tradisjonelle dyrkningsmetoder har lenge veert gullstandarden for identifisering og
antimikrobiell sensitivitetstesting av bakterier, og er fortsatt en viktig del i disse prosessene,
selv med s mange moderne metoder som har dukket opp (Laupland & Valiquette, 2013). Et
vanlig sted a starte er med et generelt rikt medium, som ikke er designet for & hemme vekst
hos noen bakterier, som for eksempel skaler med blodagar, som vil tillate vekst hos flest
mulige bakterier i en preve. Blodagar vil ogsa vise hemolyse hos bakterier, som er viktig
informasjon nar det gjelder sykdom og virulens. Farste steg i a finne resistens hos bakterier er
gjerne dyrking pa et medie med tilsatt antibiotika for & se om de kan vokse i et slikt miljg.
Dette er en veldig enkel metode, som gir ganske raske resultater og er relativt billig. Nar man
henter praver rett fra miljget, for eksempel fra melk, som blir gjort i denne oppgaven, kan
pravene pafgres direkte pa antibiotikaskal for & se hva som vokser der. Men det vil ikke si noe
om hemolyse, og det er aldri negativt a ha en kontroll som bekrefter at bakteriene er
levedyktige nar antibiotika ikke er introdusert, sa det er ofte gnskelig a benytte blodskaler i
tillegg til antibiotikaskaler. Nar bakterier er isolert fra miljgpraver, er det normalt gnskelig a
ta vare pa disse bakteriene over tid, og dette oppnar man ved a lage og fryse glyserolstocks,
som er en blanding av bakteriekultur og glyserol, som beskytter bakteriene ved frysning. Det
er spesielt nyttig a bruke blodskaler til & vekke isolater fra glyserolstocks da man med disse
kan pavise hemolyse i tillegg til at man bekrefter levedyktighet. Selv om bakterier vokser pa
antibiotikaskaler sa betyr ikke ngdvendigvis dette at de er resistente mot stoffet i mediet. De
kan for eksempel ha dannet en beskyttende biofilm (Sharma et al., 2019), eller ha vokst i
miljgrester, som for eksempel blod eller melk, som kan gjgre at de overlever en liten stund,
fordi de ikke kommer i direkte kontakt med antibiotika. Alternativt kan det ogsa veere mulig
at noen bakterier overlever pa en overflate av dgde bakterier, fordi det ble pafert for store
mengder bakteriekultur pa antibiotikamediet. Slikt kan lgses ved & overfare en liten del av
kulturen til en ny skal, hvor det pafares svart tynt for & unnga at bakterier beskyttes av andre
dede bakterier rundt seg, eller av miljgrester. Samtidig er det heller ikke slik at en bakterie
ikke er resistent mot antibiotika dersom det ikke er vekst, det kan veere den vokser tregt, og
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selv hvis den ikke vokser i det hele tatt, kan den godt vaere resistent, bare ikke mot det som

var tilsatt det spesifikke mediet.

MIC-testing

MIC star for «Minimum inhibitory concentration», altsa den laveste konsentrasjonen som skal
til for & hemme vekst av en mikroorganisme (Andrews, 2001). MIC-verdien kan altsa si noe
om hvor resistent en bakteriestamme er, og det kan si noe om den vil overleve det som regnes
som en trygg terapeutisk dose pd mennesker eller dyr. A benytte antibiotikamedier vil fortelle
at en bakterie har en eller annen form for resistensmekanisme, men det sier ikke sa mye om
hvor resistent den er. Det finnes flere forskjellige mater man kan utfare en MIC-test, men en
enkel og vanlig variant er MIC-strips. Metoden gar ut pa a plukke resistente bakterier fra en
antibiotikaskal og overfare til og inkubere dem i et generelt medium som ikke er tilsatt
antibiotika eller noe annet som er designet for & selektere for enkelte bakterier. Bakteriene
lgses i en vaeske, som er tilsatt salt for & unnga osmotiske problemer, som ogsa er
romtemperert for a ikke gi dem kuldesjokk nar de kommer rett fra varmeskap. Nar en passe
mengde bakteriekultur er blandet ut i lgsningen, smares en del av dette jevnt utover en ny skal
med et generelt medium uten antibiotika, og gnsket MIC-strips plasseres pa skalen. Det er en
konsentrasjonsgradient av antibiotika langs stripsen, hvor konsentrasjonene er markert
tydelig. Nar skalene dyrkes frem i varmeskap, vil bakteriene dekke skalen med vekst der
konsentrasjonen er lav nok til at de klarer a vokse, men det vil oppsta en klar sone rundt
stripsen der konsentrasjonen er sa hgy at den hemmer vekst. Der denne sonen stopper leses

verdien pa stripsen av, som vist i figur 9.

MIC-strip med én type antibiotika

Hemningssone

MIC

Bakterievekst

Figur 9 viser hvordan MIC-strips ser ut og leses av. Foto: Oda Mamen
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I noen tilfeller vil man fa et ganske tydelig inntrykk av hvor resistent eller sensitiv stammen
er, om skalen for eksempel er fullstendig dekket av vekst eller veksten er fullstendig hemmet.
Men normalt sier ikke resultatene sa mye fgr man undersgker verdiene hos European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Her er det to verdier man
gnsker & undersgke: «The epidemiological cut-off value» (ECOFF) og «clinical breakpoint».
ECOFF skiller bakterier uten ervervet resistens (villtype) fra bakterier med ervervet resistens
mot antibiotika-typen man tester med (EUCAST, 2020). Clinical breakpoint sier om stammen
er Klinisk resistent eller ikke. Klinisk resistens sier noe om hvor sannsynlig det er at
behandling med antibiotika vil mislykkes (MacGowan, 2008). ECOFF er mest interessant for
a studere utviklingen og spredningen av resistens, mens clinical breakpoint er mer interessant

for behandling.

MIC er ogsa nyttig for & bekrefte om et gen funnet med PCR eller sekvensering (som omtales

senere) faktisk er aktivt.

Ekstrahering av DNA

For & utfare tester pa DNA ma det farst hentes ut av bakteriene og renses. Ekstrahering av
DNA, samt RNA og proteiner, er en hjgrnestein i molekylarbiologien og er et kritisk steg i
mange prosesser, som PCR og sekvensering. Dette var tidligere sveert tidkrevende og
upraktisk, men i dag finnes det mange forskjellige raske og enkle metoder man kan benytte,
som lgsningsbaserte eller kolonnebaserte protokoller. Hvilken metode man gnsker a benytte
kan variere. For eksempel er det en stor forskjell pa Gram-positive og Gram-negative
bakterier, da Gram-positive har en tykkere cellevegg som kan vaere vanskelig a lysere for a
tilgang til DNA, sd man ma ofte bruke kraftige metoder. Disse kan veere for kraftige for de
Gram-negative, det kan derfor vere lurt & Gram-farge prgvene far man velger metode, om
man ikke allerede vet hvilken bakterie man jobber med. Metoder med mekanisk lysering av
cellene kan ogsa vere rgft pA DNA, sa hvis man gnsker lange DNA-fragmenter kan man

kanskje heller velge en metode med kjemisk lysering for mer intakt DNA.

Kvantifisering av DNA

Nar DNA er ekstrahert ma konsentrasjonen males for & se om ekstraheringen var vellykket.
Det er gjerne to forskjellige metoder man gnsker a benytte, NanoDrop, og Qubit. NanoDrop
brukes hovedsakelig for 8 male renheten av prgven. NanoDrop maler absorbansen til
molekylene i preven ved en gitt bglgelengde. DNA (ssDNA og dsDNA) og RNA absorberer

UV-lys ved 260 nm, mens proteiner absorberer UV-lys ved 280 nm. Ved maling med
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NanoDrop vil man fa ut to viktige verdier for renhet, 260/280-ratioen og 260/230-ratioen, som
er et sekundaert mal pa renhet. En 260/280-ratio pa ca. 1,8 regnes for & vare rent nar man
maler DNA. Hvis den er mye lavere kan det indikere tilstedeverelsen av noe som absorberer
280 nm godt, som for eksempel proteiner eller fenoler. En 260/230-ratio pa 2,0-2,2 regnes
som rent, og mye lavere verdier kan bety at det er andre kontaminanter til stede (Thermo
Scientific, 2020b). NanoDrop maler ogsa konsentrasjon, men dette er ikke sveert ngyaktig, og
brukes derfor mest for a male renhet. Man kan velge a benytte denne konsentrasjonen som en
pekepinn pa om man har for mye eller for lite DNA til & for eksempel kjgre PCR, men det
brukes hovedsakelig for & undersgke renhet. Dersom ngyaktige konsentrasjoner er ngdvendig,
benyttes et Qubit fluorometer, som kvantifiserer DNA (eller proteiner, eller RNA) ved hjelp

av fluoriserende fargestoffer som binder til molekylene som males (Invitrogen, 2010).

PCR

PCR star for “Polymerase Chain Reaction”, og ble oppfunnet, slik det er kjent i dag, av Kary
Mullis i 1985 (Hollister et al., 2015), men den farste beskrivelsen av prinsippet var det
nordmannen Kjell Kleppe som produserte i 1971 (Kaunitz, 2015). PCR utnytter den
biologiske DNA-replikasjonsprosessen for & produsere mengder av kopier av et gnsket gen.
Hvilket gen som kopieres avhenger av hvilke primere man bruker. PCR krever templat-DNA,
primere, nukleotider og DNA-polymerase. Polymerasen som benyttes er en Tag-polymerase,
et varmestabilt enzym isolert fra den termofile bakterien Thermus aquaticus, denne vil tale de
hagye temperaturene som er ngdvendig i en PCR (Garibyan & Avashia, 2013; Hollister et al.,
2015). De ngyaktige temperaturene vil variere fra PCR til PCR, men generelt bestar hver PCR
av tre steg: Denaturering, Annealing og Ekstensjon. Denaturering skjer nar temperaturen gker,
som far DNA-heliksen til a denaturere, slik at de tilsatte primerene kan binde. Annealing
innebzrer at primerene binder til DNA nar temperaturen senkes noe, og ekstensjon betegner
den faktiske replikasjonen av DNA, hvor to nye semikonservative DNA-trader dannes ved
addering av nye nukleotider, utfgrt av polymerasen, nar temperaturen gkes igjen. Dette er én
syklus, som gjentas flere ganger for & lage flere kopier av DNA, dette vil skje eksponentielt,
da én trad blir til to, to blir til fire og sa videre (Lorenz, 2012). Denne metoden kan ogsa
utnyttes for & undersgke tilstedeveerelsen av et gen, ved a se om de tilsatte primerene kopierer
opp noe eller ikke. Tilstedevaerelsen av et amplifisert gen undersgkes ved a kjgre PCR-
produktet gjennom en gelelektroforese, hvor de negativt ladde DNA-fragmentene trekkes mot
en katode, gjennom en gel det er satt stram pa. Store fragmenter vil bevege seg langsomt

gjennom gelen, mens mindre fragmenter vil bevege seg raskere, og slik vil fragmentene
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separeres pa starrelse. Forskjellige starrelser kan, ved a benytte riktig fargestoff, synligjgres
pa gelen under UV-lys som distinkte band (Lee et al., 2012). Om man pa samme gel tilsetter
en «ladder», en blanding av DNA-fragmenter med kjent, stigende starrelse, kan man
sammenlikne starrelsen pa bandet, og se om man har et band med starrelsen til genet man

gnsket & amplifisere.

Flere varianter av PCR har dukket opp med arene, blant annet multipleks PCR, som tillater
amplifisering av flere forskjellige gener i én og samme kjgring. Kvantitativ PCR (qPCR) er en
annen relativt ny utvikling, ogsa kjent som «real time PCR», som gjar det mulig & overvake
amplifiseringen av DNA underveis i reaksjonen (Hollister et al., 2015). Det finnes flere gPCR
-varianter, men felles for alle er at de benytter fluorescens til & male DNA. En vanlig variant
er a benytte et fluoriserende fargestoff, som for eksempel SYBRgreen eller EvaGreen, som vil
fluorisere sterkt nar det binder til dsDNA. Denne fluoriseringen males av gPCR-maskinen, og
vil gi informasjon om hvor mye DNA som amplifiseres (Hollister et al., 2015). Som ved
vanlig PCR skjer dette i flere sykluser. Man kan beregne mengden opprinnelig DNA basert pa
hvor mange sykluser praven ma gjennom far fluorescensen er malbar, altsa far man nar en
sakalt «cycle threshold»-verdi (CT-verdi) (Hollister et al., 2015). Denne metoden kan ogsa
benyttes til & undersgke tilstedeverelsen av et gen, hvis man tilsetter primere for gnsket gen,
og ser om amplifiseringen skjer eller ikke. Hvis det aldri registreres noe signal gjennom en hel
kjering, sa er genet trolig ikke til stede. Dette vil man se direkte pa en graf som produseres

under kjaringen, og det er dermed ikke et behov for & bruke gel etterpa.

Sekvensering

A dyrke bakterier pé antibiotikamedie er en rask og effektiv méte & si om en stamme er
resistent eller ikke, MIC-testing forteller hvor resistent den er, og PCR-varianter kan teste for
tilstedeveerelsen av resistensgener man mistenker er a finne hos en bakterie. Men om man vil
ha det fulle og hele bildet, ma hele genomet til bakteriene sekvenseres. Sekvensering har blitt
lettere, raskere og billigere de siste arene, og mange forskijellige teknikker har oppstatt. To
varianter som i dag benyttes for helgenomsekvensering er lllumina-sekvensering, som MiSeq,

og Nanopore-sekvensering som MinlON.

Ved Illumina-sekvensering, en andre-generasjonssekvensering, illustrert i figur 10, behandles
alle prgvene med adaptere, som inneholder sekvenser som primere binder til, en indeks som
identifiserer praven, samt en sekvens som er komplementzr til sma oligonukleotid-sekvenser

som sitter pa lllumina-brettet praven pafares. lllumina-brettet har mange rader, dekket med to
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typer korte oligonukleotid-sekvenser, én type som er komplementzr til 5’-enden av praven,
og én type som er komplementzr til 3°-enden. Nar en prgve binder til oligonukleotiden vil
polymerase bygge en ny trad med prgven som templat, og templatet vil skylles vekk. Den nye
traden vil baye seg og binde til et nytt oligonukleotid og danne en slags bro, som polymerase
vil bruke som templat. Templatet og den nye traden denaturerer, og begge de tradene bayer
seg pa nytt og binder til oligonukleotid, og prosessen gjentas, slik at to trader blir til 4, 4 blir
til 8, og sa videre. Prosessen kalles «bridge amplification». Dette vil skje med begge typer
oligonukleotider, men i farste omgang sa er det kun den ene typen som er relevant, sa de
andre klgyves og skylles vekk, og deretter blokkeres 3’-enden pa prevene, for a forhindre
ugnsket primerbinding. Primere binder til primerbindings-sekvensen i adapteret og
sekvenseringen begynner. Merkede nukleotider forsgker a binde, men binder ikke permanent
far det er riktig komplementeert nukleotid som binder. Nar riktig nukleotid binder, avgir det
merkede nukleotidet et fluoriserende signal, som er unikt for nettopp dette nukleotidet.
Signalene registreres av maskinen. Antall sykluser avgjar lengden pa den syntetiserte traden
(read), som skylles vekk nar lengden er oppnadd. Etter dette binder en primer til indeks 1 og
sekvenserer denne, fgr indeks read skylles vekk. Na fjernes blokkeringen pé 3’-enden, slik at
traden kan bgye seg og binde til oligonukleotid. Indeks 2 sekvenseres, og skylles vekk, og
polymerase lager reverse trad med forward trad som templat, og templatet klgyves og skylles
vekk. Reverse trad kan na sekvenseres ved at primer binder til adapteret og merkede

nukleotider binder, pa samme mate som forrige runde (Illumina Inc, 2020).
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Figur 10 viser hvordan lllumina-sekvensering foregdr, informasjonen er hentet fra llluminas video (lllumina Inc, 2020).

lllustrasjon: Oda Mamen

Nanopore-sekvensering er en form for tredjegenerasjonssekvensering. Oxford Nanopore

Technologies sin «MinlON sequencer» ble pre-lansert i 2014, og den generelle teknikken er

vist i figur 11. Nanopore er navnet pa et protein som sitter i en membran som er elektrisk

resistent. DNA-prgven som pafgres har en adapter-sekvens, og er festet til et motorprotein.
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Motorproteinet mater DNA-et gjennom nanoporen. En ionestrgm sendes ogsa gjennom poren
ved at det settes stram pa tvers av membranen. Nar et nukleotid passerer skaper dette en unik
forstyrrelse i strammen, som kan males og registreres for a identifisere nukleotidet. |
motsetning til llumina, hvor det er en begrenset read-lengde, vil input-DNA med Nanopore
leses av fullstendig og dermed gi lengre reads, sa lenge en skansom DNA-ekstraksjons-
metode er benyttet (Leggett & Clark, 2017).
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Figur 11 illustrerer hvordan Nanopore-sekvensering foregadr. Informasjonen er hentet fra Nanopore sin video (Oxford
Nanopore Technologies, 2020a). lllustrasjon: Oda Mamen

Etter sekvenseringen er ferdig, vil apparatet ga gjennom noe som heter «base calling», som
betyr at de elektriske signalene oversettes til sekvenser (Oxford nanopore Technologies,
2020Db).

Behandling av data

Illumina-sekvenseringen genererer millioner av korte reads, som etterpa sammenstilles for &
lage lengre sekvenser, kalt contigs. Prosessen med a lage contigs kalles assembly. Sekvensene
rekonstrueres, litt som et puslespill. Dette kan skje enten ved hjelp av et referansegenom, eller

via de novo assembly, uten en referanse (Jinemann et al., 2013).
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Fordelen med Nanopore er at det assembles contigs av sveert lange reads, og dette gir
muligheten til & finne starre gener som Illumina kanskje ikke hadde funnet, og det gjar de
novo assembly enklere (Oxford Nanopore Technologies, 2018) . DNA leses dessuten direkte
av, i motsetning til hos Illumina hvor det er kopier av DNA som sekvenseres, sa dette kan
bidra til & redusere feil. Ulempen er at det begrenser hvilke ekstraheringsmetoder man kan
benytte, da mange metoder vil sla i stykker store deler av DNA, og kortere DNA-fragmenter
vil ogsa bety kortere reads. Nanopore krever ogsa hgyere konsentrasjoner av DNA enn
[llumina som benytter amplification (Leggett & Clark, 2017). Den stgrste ulempen med
Nanopore er at selv om assembly-kvaliteten blir bedre, og man risikerer faerre feil nar
sekvenseringen skijer direkte, sa har Nanopore fortsatt en hgyere feil-rate enn Illumina
(Leggett & Clark, 2017), derfor er det ofte lurt & benytte begge metoder. Nanopore er
dessuten veldig nytt, og det er naturlig at det dermed oppstar flere tekniske problemer i
programmer som behandler slik sekvens-data, da det ofte tar tid & kode inn nye tilpasninger.

Avhengig om man har Illumina-data eller Nanopore-data, eller begge deler, er det litt
forskjellige fremgangsmater man ma benytte nar radataene fra sekvenseringen skal behandles.
Felles for alle er at de kan utfares i Galaxy (Afgan et al., 2016), en plattform som
sammenkobler forskjellige programmer for behandling av data som genererer bade korte og

lange reads. Behandling av Nanopore- og/eller Illumina-data er illustrert i figur 12:
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Figur 12: Flytskjema for behandling av sekvenseringsdata. lllustrasjon: Oda Mamen
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Figur 12 viser prosessen en prgve kan ga gjennom fra sekvensering til sgk etter spesifikke
gener i databaser. Som vist i figuren ma lange og korte reads gjennom forskijellige

programmer, men programmene har mye den samme funksjonen.

Nanopore-data (lange reads) ma farst kjedes sammen (concatenate), dette kan gjeres enten i
Galaxy, eller ved a benytte cat-kommandoen fra UNIX via Cygwin64. lllumina-data som ikke
er komprimert kan lastes direkte opp i plattformen. Porechop (Wick, 2017) er et program for a
fjerne adaptere fra lange reads. Hvis et read har et adapter i midten, tolkes dette som en
chimera (en "kimare", en sekvens som bestar av to DNA-sekvenser som ikke hagrer sammen),
og Klgyves i to. Med korte reads fjernes adaptersekvenser med programmet Trimmomatic
(Bolger et al., 2014; Heusden et al., 2020). Nar adapterne er fjernet assembles contigs, og med
lange reads benyttes programmet Canu (Berlin et al., 2015; Chin et al., 2013; Chin et al.,
2016; Myers, 2000; Sergey Koren et al., 2017), som gjennomfarer tre forskjellige operasjoner
pa Porechop-data: korreksjon, trimming og assembly. Korreksjon gker ngyaktigheten av baser
i reads, mens trimming klipper reads til en passende lengde og fjerner tvilsomme regioner,
som for eksempel gjenvaerende adaptere, og assembly produserer contigs av Porechop input.
Med korte reads produseres contigs med programmet Shovill (Seemann, 2017). Dersom man
har bade korte og lange reads, kan man bruke Unicycler (Wick et al., 2016): Unicycler er et
program som bruker forward og reverse reads fra Trimmomatic (korte reads) sammen med
Porechop-data (lange reads) for a produsere hybrid assembly. Nar man har contigs fra Canu,
Shovill eller Unicycler, kan disse benyttes i ABRIcate (Seemann, 2016), et program for a
kjare massesgk med flere contigs i databaser, som Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD) (Alcock et al., 2020), NCBI sin Bacterial Antimicrobial Resistance
Reference Gene Database (NCBI, 2020), og Virulence Factors Database (VFDB) (Chen et al.,
2005). Contigs kan ogsa benyttes for artsbestemmelse, for eksempel med «Ribisomal
multilocus sequence typing» (rMLST), en metode som indekserer variasjonen i de 53 genene
som koder for proteinsubenhetene de bakterielle ribosomene bestar av (rps-genene) (Jolley et
al., 2012). Contigs kan ogsa brukes i et program som heter Prokka (Cuccuru et al., 2014;
Seemann, 2014), som annoterer gendata. Helgenom-annotering er en prosess som identifiserer
funksjoner i sett med DNA-sekvenser, og merker dem med nyttig informasjon. Ved a laste
ned «.gbk»-filene, som inneholder alle gener og proteiner oppdaget av Prokka, kan man sgke
etter spesifikke gener. I motsetning til mange andre sgkemotorer vil Prokka oversette «Open
reading frames» (ORFs) til aminosyresekvenser, og benytte disse til & sgke i databaser etter en

signatur-match, hvor andre sgkemotorer benytter nukleinsyrer direkte.
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Det er viktig & huske pa at bare fordi sekvenseringen finner et gen som kan gi resistens mot en
type antibiotika, sa betyr ikke det at den ngdvendigyvis er resistent, da ikke alle gener er aktive.

Derfor bgr passende MIC-tester utfares for & bekrefte resistens.

2. Materialer og metoder

Arbeidet i denne oppgaven er delt i tre hoveddeler. Arbeid med isolerte bakterier fra melk fra
friske kyr, arbeid med isolerte bakterier fra melk fra kyr med mastitt, og arbeid med

melkepraver fra friske kyr.
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2.1 Flytskjemaer for oppgaven

Arbeid med bakterier isolert fra melk fra friske kyr
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Figur 13 illustrerer arbeidet med bakterier isolert fra melk hentet fra friske kyr. lllustrasjon: Oda Mamen

Figur 13 er en forenklet fremstilling av hvordan alle bakteriepraver fra friske kyr ble
behandlet i denne oppgaven. Bakteriene var pa forhand isolert, identifisert og fryst i
glyserolstocks. Disse ble sadd ut pa blodagar og inkubert aerobt ved 37°C i ca. ett dagn.
Kolonier ble deretter plukket fra blodskalene og flyttet til antibiotikaskaler og inkubert aerobt
ved 37° i 1-3 dagn. Kolonier ble i tillegg plukket fra antibiotikaskalene med vekst og flyttet til
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nye antibiotikaskaler for & bekrefte resistens, men dette er ikke inkludert i flytskjemaet. De
resistente bakteriene ble lagret i nye glyserolstocks. Fra de positive antibiotikaskalene ble
bakteriene brukt til MIC-testing, og det ble ekstrahert DNA for PCR og sekvensering.
Behandling av data fra sekvenseringen ble gjort i Galaxy Australia (Afgan et al., 2016).
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Figur 14 illustrerer arbeidet med bakterier isolert fra melk hentet fra syke kyr. lllustrasjon: Oda Mamen

Figur 14 er en forenklet fremstilling av hvordan alle bakteriepragver fra kyr med mastitt ble
behandlet i denne oppgaven. Bakteriene var pa forhand isolert, identifisert og fryst i

glyserolstocks, i tillegg til at de allerede hadde bekreftet vekst pa antibiotikaskaler. Disse ble
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sadd ut pa blodagar og inkubert aerobt ved 37°C i ca. et dggn, samt pa antibiotikaskal aerobt
ved 37°C i ca. et dggn for & bekrefte resistensen. Det ble ikke laget nye glyserolstocks fra
disse, da eksisterende glyserolstocks allerede var renkulturer plukket fra antibiotikaskaler.
Disse bakteriene ble brukt til MIC-testing, og det ble ekstrahert DNA for PCR og
sekvensering. Behandling av data fra sekvenseringen ble gjort i Galaxy Australia (Afgan et
al., 2016).

Arbeid med melk hentet fra friske kyr
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vekst plukkes kolonier fra antibiotikaskalene og overfgres til nye, tilsvarende antibiotikaskaler for a bekrefte
resistens. Etter eventuell bekreftet resistens, behandles prgvene pa samme mate som prgvene beskrevet i
flytskjema 1 og 2, med ekstrahering av DNA, MIC, PCR, sekvensering osv.
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Figur 15 illustrerer arbeidet med melk hentet fra friske kyr. lllustrasjon: Oda Mamen

Figur 15 er en forenklet fremstilling av hvordan alle melkepraver fra friske kyr ble eller skulle
bli behandlet i denne oppgaven. Melkepravene ble sadd ut pa antibiotikaskaler og blodskaler
og inkubert aerobt ved 37°C i ca. et degn, eventuelt lenger for & bekrefte/avkrefte vekst. Et
ekstra sett med blodskaler ble ogsa inkubert anaerobt. Positive praver skulle omsas til nye
antibiotikaskaler for & bekrefte resistens. Positive bakterier ville blitt brukt til MIC-testing, og

det ville blitt ekstrahert DNA for PCR og sekvensering. Det ville ogsa blitt laget
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glyserolstocks fra positive renkulturer, og antall resistente bakterier i melken ville blitt

beregnet. Coronapandemien satte en begrensing pa dette.
2.2 Prgvene

Alle pravene er hentet fra Norsk rgdt fe (NRF) pa As gard (NMBU) og Kalnes gard (Kalnes
videregaende skole). | de to farste delene av oppgaven ble det jobbet med allerede isolerte
bakterier fra melk, bade fra friske og syke kyr, mens i den tredje delen ble det jobbet direkte
med melkepraver fra friske kyr. Felles for alle pravene er at ingen av kyrne, syke eller friske,

noen gang har fatt antibiotika.

F-bakterier

Bakteriene isolert fra melk hentet fra friske kyr vil for enkelhets skyld heretter forkortes til F-
bakterier. Forhandsarbeidet med disse bakteriene, henting av melkepraver, isolering av
bakterier, identifisering av bakterier og produksjon av glyserolstocks ble utfert av
seniorforsker Roger Meisal. Metoden som ble benyttet for & hente ut melkepravene er
inkludert i vedlegg 1. Bakteriene ble identifisert med «matrix assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry” (MaldiTOF) (Clark et al., 2013). KulD og hvilke
garder de forskjellige pravene kom fra ble notert, men informasjon om dette er ikke
tilgjengelig pa grunn av Coronaviruspandemien, sa det er ikke mulighet for a oppgi denne
informasjonen i oppgaven. Roger Meisal har forklart navngivningen av prgvene: Prave
nummer 1, 2, 3 og 4 kommer fra samme ku, 5, 6, 7, 8 fra neste ku, og sa videre. Navnet
inkluderer ogsa informasjon om medie og vekstbetingelser ved inkubasjon. Bakterieisolater er
merket med pravenummer og isolatnummer i tillegg til type agar benyttet. For eksempel vil

bakterieisolater fra prave nummer 73 veere:

e B73-1,B73-2, B73-3 (Blodagar i CO2-inkubator)

e BO73-1, BO73-2 (Blodagar inkubert med tilgang pa oksygen fra luften)

e MA73-1, MA73-2 (Melkeagar, Meisal sin egen komposisjon, CO- inkubator)
e MRS73-1 (MRS-medie, CO-inkubator)

e M73-1, M73-2, M73-3, M73-4 (M17-medie, CO2-inkubator)

Dette arbeidet ble utfart far denne oppgaven startet, sa ngyaktig hvilke materialer som ble
benyttet er kun dokumentert av Meisal. Av informasjonen tilgjengelig per dags dato, er det

kjent at blodskalene var ferdiglagde og kommersielt tilgjengelige, mens MRS, M17 og MA
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var laget pa laben etter en spesifikk oppskrift. Informasjon om produsent og oppskrift var
dessverre ikke lett tilgjengelig under Coronapandemien, og er derfor ikke inkludert i denne

oppgaven.

Praver med F-bakterier ble hentet fra fryseren i fire runder, bestemt ut ifra informasjon funnet
om hvor vanlig det er at de forarsaker sykdom, og/eller hvor vanlig det er at de utvikler

resistens.

Runde 1:

Tabell 1 viser alle pravene med F-bakterier til runde 1, samt forkortet navn.

Prgve Bakterie Nytt, forenklet navn:
Prgvenummer (rundenummer)

BO2-1 Streptococcus dysgalactiae 1(1)
B0O149-3 Streptococcus dysgalactiae 2(1)
M107-1 Staphylococcus haemolyticus 3(1)
B192-2 Staphylococcus haemolyticus 4(1)
BO154-1 Staphylococcus haemolyticus 5(1)
BO168-1 Staphylococcus haemolyticus 6(1)
MA201-1 Streptococcus dysgalactiae 7(1)
BO169-1 Staphylococcus aureus 8(1)
BO169-2 Staphylococcus aureus 9(1)
BO172-1 Staphylococcus aureus 10(1)
BO172-2 Staphylococcus aureus 11(1)
B0O201-1 Streptococcus dysgalactiae 12(1)
B0O33-1 Staphylococcus haemolyticus 13(1)
B169-1 Staphylococcus aureus 14(1)
B172-1 Staphylococcus aureus 15(1)
B271-1 Staphylococcusaureus 16(1)
B284-1 Staphylococcus aureus 17(1)
B172-2 Staphylococcus aureus 18(1)
M172-1 Staphylococcus aureus 19(1)
B422-1 Staphylococcus aureus 20(1)
B237-3 Streptococcus dysgalactiae 21(1)

Staphylococcus aureus kan som tidligere nevnt gi sykdom i mange former, som blant annet
hudinfeksjoner, urinveisinfeksjoner, tarminfeksjoner, lungebetennelse, endokarditt, toksisk
sjokk-syndrom, meningitt og mastitt (Nair et al., 2014). S. aureus forekommer hyppig hos kyr
i Norge, og er kjent for a forarsake bade kroniske og kraftige infeksjoner i juret. Bakterien kan
finnes pa huden, i spenekanalende, i sar eller diverse slimhinner, men kronisk infiserte
jurkjertler regnes som den viktigste smittekilden. Bakterien kan ogsa isoleres fra
tilsynelatende friske kjertler. Noen stammer av denne bakterien produserer ogsa
enterotoksiner som kan forarsake matforgiftning hos mennesker. Over 90 % av S. aureus

isolert fra mastitt hos ku i Norge er fglsomme for penicillin (Whist, 2020).
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Streptococcus dysgalactiae er kan vere opphavet til flere alvorlige sykdommer som
bakteriemi, lungebetennelse, endokarditt og toksisk sjokk-syndrom hos mennesker, og kan
ogsa forarsake sykdom hos noen dyr (Preziuso et al., 2010), blant annet er de en vanlig arsak
til mastitt hos kyr (Lundberg et al., 2016). | Norge er 10-20 % av akutte kliniske mastitter
forarsaket av denne bakterien. Bakterien er smittsom, og finnes ofte i hud, sar, spenekanaler

og infiserte jurkjertler, men er ogsa a finne i miljget (Whist, 2020).

Staphylococcus haemolyticus er veldig utbredt i sykehusmiljger, og har tydelige tendenser til
a utvikle resistens mot mange forskjellige typer antibiotika. Bakterien kan forarsake mange
typer sykdommer, som meningitt, bakteriemi og hudinfeksjoner (Barros et al., 2012).

S. haemolyticus er en naturlig del av bakteriefloraen pa menneskehud, som regnes som en
viktig smittekilde til kyr, hvor bakterien kan leve bade pa jurhud og i fjgsmiljget generelt.
Bakterien finnes ofte i praver fra subkliniske mastitter eller milde kliniske mastitter. Omtrent

50 % av disse bakteriene som forarsaker mastitt er falsomme for penicillin (Whist, 2020).

Runde 2:

Tabell 2 viser alle pravene med F-bakterier til runde 2, samt forkortet navn.

Prgve Bakterie Nytt, forenklet navn:
Prgvenummer (rundenummer)

BO1-1 Staphylococcus epidermidis 1(2)
BO5-3 Staphylococcus epidermidis 2(2)
BO8-5 Staphylococcus epidermidis 3(2)
BO16-1 Staphylococcus epidermidis 4(2)
BO57-1 Staphylococcus epidermidis 5(2)
BO58-1 Staphylococcus epidermidis 6(2)
BO65-1 Staphylococcus epidermidis 7(2)
BO66-2 Staphylococcus epidermidis 8(2)
BO68-2 Staphylococcus epidermidis 9(2)
BO69-1 Staphylococcus epidermidis 10(2)
BO70-1 Staphylococcus epidermidis 11(2)
M16-1 Staphylococcus epidermidis 12(2)
B28-2 Staphylococcus epidermidis 13(2)
B60-1 Staphylococcus epidermidis 14(2)
B76-1 Staphylococcus epidermidis 15(2)
B78-2 Staphylococcus epidermidis 16(2)
B79-1 Staphylococcus epidermidis 17(2)
B81-3 Staphylococcus epidermidis 18(2)
B83-1 Staphylococcus epidermidis 19(2)
B84-2 Staphylococcus epidermidis 20(2)

Staphylococcus epidermidis er ogsa en naturlig komponent i bakteriefloraen pa
menneskehud, og som med S. haemolyticus regnes dette som hovedkilden til jurinfeksjoner
med denne bakterien. Bakterien kan smitte videre til andre kyr. En annen likhet med S.
haemolyticus at bakterien normalt forarsaker subklinisk eller mild klinisk mastitt, og ca. 50 %

av disse mastitt-bakteriene er falsomme for penicillin (Whist, 2020).
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Runde 3:

Tabell 3 viser alle pravene med F-bakterier til runde 3, samt forkortet navn.

Prgve Bakterie Nytt, forenklet navn:
Prgvenummer (rundenummer)

M13-1 Streptococcus uberis 1(3)
B49-1 Streptococcus uberis 2(3)
B99-2 Streptococcus parauberis 3(3)
B111-2 Streptococcus parauberis 4(3)
B249-1 Streptococcus uberis 5(3)
B367-2 Streptococcus parauberis 6(3)
M249-2 Streptococcus uberis 7(3)
M282-1 Streptococcus uberis 8(3)
M284-1 Streptococcus uberis 9(3)
M69-2 Streptococcus parauberis 10(3)
M49-1 Streptococcus uberis 11(3)
M229-1 Streptococcus parauberis 12(3)
M227-3 Streptococcus parauberis 13(3)
M385-2 Streptococcus uberis 14(3)
BO13-2 Streptococcus uberis 15(3)
BO49-2 Streptococcus uberis 16(3)
B0O94-1 Streptococcus uberis 17(3)
BO284-4 Streptococcus uberis 18(3)
B0282-1 Streptococcus uberis 19(3)
MA375-1 Streptococcus parauberis 20(3)

Streptococcus uberis er i Norge klassifisert som en miljgbakterie, som ofte isoleres fra
gjedsel og kroppsoverflaten hos kyr. Bakterien kan i noen tilfeller overfares mellom kyr pa lik

linje med de smittsomme mastittbakteriene (Whist, 2020).

Streptococcus parauberis er et patogen som de siste arene har blitt kjent for a forarsake
sykdom hos fisk, men er generelt kjent for & kunne forarsake mastitt hos ku. Det har blitt kjent
at disse bakteriene ofte er resistente mot antibiotika, som gjer behandling utfordrende (Lee et
al., 2018). S. paruberis og S. uberis deler mange av de samme egenskapene, men S. paruberis
er mindre utbredt og har mindre betydning enn S. uberis. Bakterien er som regel falsom for
penicillin. (Whist, 2020)
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Runde 4:

Tabell 4 viser alle pravene med F-bakterier til runde 4, samt forkortet navn.

Prgve Bakterie Nytt, forenklet navn:
Prgvenummer (rundenummer)

B149-2 Streptococcus canis 1(4)
B376-3 Escherichia coli 2(4)
B215-4 Streptococcus canis 3(4)
M269-1 Streptococcus canis 4(4)
M213-2 Streptococcus canis 5(4)
M201-1 Streptococcus canis 6(4)
M2-2 Streptococcus canis 7(4)
M421-1 Streptococcus canis 8(4)
M434-2 Escherichia coli 9(4)
BO37-1 Enterococcus faecalis 10(4)
BO&5-4 Enterococcus faecalis 11(4)
BO434-3 Escherichia coli 12(4)
BO421-1 Streptococcus canis 13(4)
BO422-2 Streptococcus canis 14(4)
BO273-1 Enterococcus faecalis 15(4)
BO274-1 Enterococcus faecalis 16(4)
B201-1 Streptococcus canis 17(4)
MA215-2 Streptococcus canis 18(4)
MA376-1 Escherichia coli 19(4)
MA434-1 Escherichia coli 20(4)

Streptococcus canis er en zoonotisk bakterie som hovedsakelig overfares fra kjeledyr til

mennesker. Bakterien kan blant annet forarsake bakteriemi via dyrebitt, som forverres av

bakteriens evne til & unnga fagocytose. S. canis overfgres farst og fremst fra dyr som hunder

og katter til mennesker gjennom for eksempel bitt, og smitter vanligvis

immunkompromitterte, men ikke immunkompetente verter. Denne arten har ogsa blitt isolert

fra en rekke andre dyr, inkludert kyr, rotter, mink, mus, kaniner og rev (Taniyama et al.,

2017). Bakterien kan isoleres fra gvre luftveier, sar og mastitt hos kjeledyr som hund og Katt,

men ogsa mennesker. Kjaledyr som oppholder seg i fjgset er viktige kilder til utbrudd med

denne typen bakterier. Det er sjelden at bakterien isoleres ved mastitt hos ku, men den kan

likevel veere arsaken til alvorlig klinisk mastitt nar en infeksjon farst oppstar, og dessuten kan

bakterien smitte videre til andre kyr (Whist, 2020).

Escherichia coli er en viktig arsak til akutt klinisk mastitt, men kan ogsa forarsake
subklinsike infeksjoner. Bakterien er en tarmbakterie og finnes dermed alltid i gjedsel, og
spres med dette, og regnes som en typisk miljgbakterie, som fra miljget lett overfares til

spenen. Ved akutte og kraftige jurinfeksjoner kan bakterien forarsake dgdsfall, pa grunn av

giftstoffer som overfares til blodet. Alle E.coli-bakteriene som forarsaker disse infeksjonene

er resistente mot penicillin (Whist, 2020).
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Enterococcus faecalis utgjar en stor andel av den normale tarmfloraen hos pattedyr, som de
siste arene har fatt stor betydning som en sykehusbakterie, spesielt forbundet med
immunsvekkede individer. Hos dyr kan den forarsake blant annet mastitt hos ku, da bakterien
ofte er & finne i fjgsmiljger og pa jur- og spenehud hos kyrne. Bakterien forarsaker relativt
sjelden jurinfeksjoner som krever spesiell behandling, og denne bakterien kan lett forurense
speneprgver ved testing, som kan gi et falskt inntrykk av rollen den spiller ved infeksjoner
(Whist, 2020).

S-bakterier

Bakteriene isolert fra melk hentet fra syke kyr med mastitt, vil for enkelhets skyld heretter
forkortes til S-bakterier. Forhandsarbeidet med disse bakteriene, henting av melkepraver,
isolering av bakterier, identifikasjon av bakterier og produksjon av glyserolstocks ble utfart av
labtekniker Alberto Bombelli. Metoden som ble benyttet for & hente ut melkeprgvene var den
samme som den benyttet av Roger Meisal. Bakteriene ble identifisert ved a sekvensere 16S
rRNA med Illumina MiSeq. KulD for de forskjellige pravene ble notert, men informasjon om
dette er ikke tilgjengelig pa grunn av Coronaviruspandemien, sa det ble ikke mulighet for a
oppgi denne informasjonen i denne oppgaven.

Tabell 5 viser alle S-bakterier som ble testet. ESBL forteller hvilke antibiotikaskdler bakterien
vokste pd, M stdr for "mastitt"”, tallet er pravenummer, mens bokstaven markerer isolatnummer.

Progve Bakterie

ESBL_M34_a Pseudomonas oleovorans
ESBL_M34_b Pseudomonas oleovorans
ESBL_M35_a Pseudomonas oleovorans
ESBL_M36_a Pseudomonas oleovorans
ESBL_M36_b Pseudomonas oleovorans
ESBL_M36_c Pseudomonas oleovorans
ESBL_M39_a Pseudomonas oleovorans
ESBL_M39_b Pseudomonas oleovorans
ESBL_M39_c Pseudomonas oleovorans
ESBL_M40_a Pseudomonas oleovorans
ESBL_M40_b Pseudomonas oleovorans
ESBL_M40 _c Pseudomonas oleovorans

Disse bakteriene ble valgt ut basert pa deres evne til & vokse pa ESBL-skaler. At alle er av

samme art var tilfeldig.

Enkelte arter av Pseudomonas har lenge veert kjent for & veere opportunistiske patogener.
Miljgbakterien Pseudomonas oleovorans ble identifisert i 1941 og ble lenge sett pa som en
ikke-patogen Pseudomonas, men Gautam et al. (2015) har beskrevet et tilfelle hvor en 11 ar
gammel jente i India som var innlagt pa sykehus utviklet blodforgiftning forarsaket av

P. oleovorans, hvor stammen viste seg a veere resistent mot tetracyclin, levofloxacin,
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ciprofloxacin og cotrimoxazol. Artikkelen forteller ogsa om et spedbarn som utviklet
meningitt pa grunn av denne bakterien. | begge disse tilfellene var barna allerede pa sykehus,
og hadde fra far urelaterte sykdommer. Pseudomonas sp. er sveert sjeldent en arsak til mastitt i
Norge (Whist, 2020).

Melkeprgver

Melkeprgvene fra friske kyr ble hentet av Alberto Bombelli, med den samme metoden som
ble benyttet med de friske kyrne. Denne runden bestod av 40 spenepraver, som fikk navnene
JF461-JF500. Det ble gjennomfart to runder til, med totalt 80 nye speneprever, men da av en
annen masterstudent, Stina Cathrin Nautnes. Det har ikke veert mulig a fa tak i mer

informasjon om kyrne pa grunn av Coronavirusutbruddet.

2.3 Dyrkningsbaserte metoder

Alle praver ble far eller samtidig med antibiotikaskaler, sadd ut pa blodagar-skaler,
ferdigstapt fra produsenten, «Thermo Scientific™ Blood Agar (TSA with Sheep Blood)»
(Thermo Scientific Inc, Waltham, MA, USA), og inkubert ved 37°C i 1-3 dggn. Bakteriene
ble enten overfart fra blodskal til, eller sadd direkte ut pa, én eller flere av fglgende

antibiotikaskaler, ferdigstapte fra produsenten:

Brilliance™ ESBL Agar (Thermo Scientific Inc): et kromogent medie for deteksjon av

ESBL-produserende organismer. Disse skalene ble benyttet til alle prgvene i denne oppgaven.

Brilliance™ CRE Agar (Thermo Scientific Inc): et kromogent medie for identifisering av
carbapenem-resistente E. coli og Klebsiella-, Enterobacter-, Serratia- og Citrobacter-

(KESC) gruppen. Disse skalene ble benyttet til alle F-bakterier, og til alle melkepravene.

MRSA Select™ || Agar Plates (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA., USA): et selektivt
og differensielt kromogent medie som benyttes til isolering og identifisering av meticillin-
resistente Staphylococcus aureus (MRSA). MRSA-skaler ble benyttet pa alle stafylokokker i
denne oppgaven, samt til alle melkepravene. De ble ikke brukt pa bakterier hvor det ikke var
forventet vekst, som hos streptokokkene, da det var knapt med disse skalene.

Alle disse skalene er i utgangspunktet selektive medier designet for a identifisere spesielle
typer bakterier basert pa hvilken farge koloniene far nar de vokser frem pa skal. Da alle
bakterier som har vokst pa antibiotikaskaler i denne oppgaven allerede var identifisert, og ID

ble dobbeltsjekket ved sekvensering, er ikke dette relevant her.
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Alle antibiotikaskaler ble satt i aerobt varmeskap pa 37°C og stod i minimum 18 timer, fgr de
ble sjekket. Hvis det ikke var vekst, eller det var tvil, ble skalene inkubert ytterligere. Dersom
det oppstod noe som lignet vekst, hvor den pafgrte kulturen endret farge, men ikke vekst ved
ytterligere inkubasjon, ble den fargede kulturen dratt inn mot midten av skalen med en

plastpodgse for & se om enkeltkolonier ville oppsta i podgsesporene.

For antibiotikaskaler med vekst, ble bakterier sadd om til en ny antibiotikaskal, for & bekrefte
resistens. Det ble laget nye glyserolstocks av de positive F-bakteriene, for lagring. Dette ble
produsert ved a farst lage flytende overnattkultur med bakteriestammen i 5 ml Brain Heart
Infusion-agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (BHI, som lages ved a blande 37 g
buljong med 1 liter sterilt vann, som varmes til mediet er lgst og blandet, og autoklaveres til
slutt), og la dette sta over natt ved 37°C. Det flytende kulturen ble dagen etter vortexet for &
oppna homogen blanding, og 500 pl av kulturen ble blandet med 500 pl 30% glyserol i
kryogenrgr som ble satt i fryser med temperatur pa -80°C.

2.4 MIC-testing

Enkelte bakterier ble MIC-testet basert pa hvilken antibiotikaskal de vokste pa, mens andre
ble testet basert pa resultater funnet ved sekvensering. Andre strips skulle ogsa benyttes, men
grunnet Coronaviruspandemien var det ikke mulig a bestille ytterligere strips, eller fa tilgang
til laben for & utfare testene. Stripsene som ble benyttet var M.1.C.Evaluator™-strips (Oxoid,
Thermo scientific inc), ETEST®-strips (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Frankrike) og
Liofilchem gradient strips (Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italia) og det ble brukt falgende

varianter:

e Ciprofloxacin
e Imipenem

e Meropenem

o Cefotaksim

o Cefepim

e Streptomycin
e Tetracyclin

e Trimetoprim

Bakteriene som skulle testes ble farst dyrket pd Mueller-Hinton (MH)-agar (Thermo
Scientific Inc) ved 37°C i ett dagn. Dette er agar som ikke inneholder antibiotika og som ikke
skal virke selekterende. Bakteriene som vokste her ble plukket med sterile bomullspinner og
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overfart til romtemperert saltlgsning (8.5% NaCl: 8.5 g NaCl, 1 | destillert vann, blandet,
fordelt i rar, autoklavert). Det ble blandet inn nok av kulturen til at NaCl-rgret hadde samme
turbiditet som et McFarland 0,5 standard-rgr (Pro-Lab Diagnostics, Birkenhead, England).
Deler av kulturene fra rgrene ble hentet opp med nye sterile bomullspinner, hvor veaesken
klemtes av i raret for det ble fordelt jevnt utover en ny MH-skal, hvor en MIC-strip ble
plassert midt i skalen. Skalene ble satt i varmeskap pa 37°C i ett dggn fer MIC-verdien ble

lest av.

2.5 Ekstrahering av DNA

Det ble ekstrahert DNA fra alle bakterier som hadde bekreftet vekst pa antibiotikaskaler.
Runde 1 av F-bakterier fikk ekstrahert DNA med bade GenElute™ (Sigma-Aldrich) og
DNeasy ® (Qiagen, Hilden, Tyskland), mens de resterende bakteriene kun ble ekstrahert med
GenElute (uten EDTA).

DNeasy ble utfert etter standard protokoll QIAGEN DNeasy UltraClean Microbial Kit
(Qiagen), med noen avvik:

Bakteriekolonier ble tatt direkte fra skal og lgst i 1000 pl Ringers og sentrifugert ved 10000 x
g i 2 minutter ved romtemperatur. Supernatanten ble kastet og pelleten ble resuspendert i 300

ul powerbead solution (Qiagen). Dette ble varmebehandlet ved 80°C i 12 minutter for 4 drepe
bakteriene, da disse matte tas ut av patogenlaben for videre prosessering. Protokollen ble fulgt

ngyaktig fra og med trinn 3.

GenElute ble utfart etter standard protokoll «GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit
Protocol» (Sigma-Aldrich), for Gram-positive og Gram-negative bakterier (overnatt-kultur ble
laget med inokulert 5 ml BHI-buljong, samme oppskrift som beskrevet tidligere), med noen
avvik: Eluerings-bufferen ble ikke benyttet, fordi den inneholder «Ethylene Diamine Tetra
Acetic acid» (EDTA), som kan skape problemer med PCR. | stedet ble det brukt «sequence-
prep normalization buffer» fra «Invitrogen SequalPrep™ Normalization Plate (96) Kit»
(Thermo Scientific Inc). I tillegg ble det benyttet 25 pl Elution Solution (Sigma-Aldrich) i
stedet for 200, og dette fikk sta i 5 minutter ved romtemperatur fer det ble sentrifugert i 2

minutter ved 6500 x g. Dette ble gjort to ganger.

2.6 Kvantifisering av DNA
Spektrofotometeret NanoDrop 2000 med programvaren NanoDrop 2000/2000c fra Thermo

Fisher Scientific (Thermo Scientific Inc) ble benyttet for a (grovt) estimere DNA-
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konsentrasjon av ekstrahert DNA, samt renheten til DNA. Elueringsbufferene fra kitene ble
benyttet som O-praver. Det ble benyttet 2 ul fra hver prave. For sikrere konsentrasjonsmal av
DNA ble fluorometeret Qubit® 2.0 fra Thermo Fisher Sientific (Life technologies, Thermo
Scientific Inc) benyttet, med Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Life technologies, Thermo
Scientific Inc). Working solution ble laget med 1 x n pl (n=antall prgver, pluss litt ekstra for &
kompensere for eventuelle sma pipetteringsfeil) Qubit® dsDNA BR (broad range) reagent
(Life technologies, Thermo Scientific Inc) og 199 x n ul Qubit dSDNA BR buffer (Life
technologies, Thermo Scientific Inc). Standardlgsningene ble laget ved & kombinere Qubit®
dsDNA BR Standard 1 (Life technologies, Thermo Scientific Inc) og Qubit® dsDNA BR
Standard 2 (Life technologies, Thermo Scientific Inc) med 190 ul working solution. Etter
standardene var godkjent av maskinen ble 2 ul av hver preve blandet med 190 ul working

solution og DNA-konsentrasjon ble malt med fluorometeret.

2.7 PCR

PCR og/eller gPCR ble benyttet pa bakterieisolatene, med tre forskjellige multiplekser
avhengig av om de vokste pa CRE-, ESBL- eller MRSA-skaler. CRE-bakterier ble sjekket
med CAR-multipleks, ESBL-bakterier med ESBL-multipleks og MRSA-bakterier med
MRSA-multipleks. Dette ble benyttet for & undersgke mulig tilstedeveerelse av gener som kan
gi en bakterie muligheten til & vokse pa ett av de tre antibiotikamediene benyttet i denne
oppgaven. PCR ble kjart i en SimpliAmp Thermal Cycler (Thermo Scientific Inc) og g°PCR
ble kjart i LightCycler 480 Il (Roche, Basel, Sveits). Det ble diskutert om det skulle benyttes
PCR eller gPCR til denne oppgaven. Vanlig PCR er noe som hadde blitt benyttet tidligere og
som det var sikkert at ville fungere, men det var gnskelig a teste om gPCR kunne benyttes til
samme formal, derfor ble alle praver fra runde 1 testet med qPCR. Siden det kun var en test
ble dette ble gjort samme dag som pravene ble sadd ut pa ESBL-skaler, altsa far det var
bekreftet vekst pa noen av disse. Med senere praver ble det kun kjgrt PCR/qPCR etter at det
var bekreftet vekst pa antibiotika-skaler, og ikke far. Koloniene ble plukket fra blodskaler og
ekstrahert DNA ble gPCR-testet med ESBL2-primere, da det var en positiv kontroll
tilgjengelig for ESBL2. qPCR fungerte til formalet, men det ble ogsa benyttet vanlig PCR,

noe pa grunn av tilgang til utstyr, og noe for a fa en starre bredde i oppgaven.

Kittet benyttet for PCR var «QUIAGEN multiplex PCR kit» (Qiagen), og ved qPCR ble ogsa
EvaGreen®-farge (Biotium, Fremont, CA, USA), benyttet. Reaksjonene ble utfert i henhold
til protokollen i kitet, men med variasjoner i volum og PCR-program, som er oppgitt i

tabellene nedenfor, sammen med primerene benyttet.
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ESBL-multipleks gPCR: benyttet pa alle F-bakterier fra runde 1.

ESBL2-reaksjonsoppsett:

Tabell 6: Reaksjonsoppsett ESBL2
Komponent ~ Volum for én prave ()
2x Qjagen Multiplex PCR mastermix 12,5
Primer 2,5
Sterilt vann 7,75
EvaGreen 1,25
DNA 1
Totalt 25

Det ble benyttet to negative kontroller (vann), samt en positiv kontroll med blacrx-m -genet.

ESBL1-reaksjonsoppsett:

Tabell 7: Reaksjonsoppsett ESBL1
Komponent
2x Qiagen Multiplex PCR mastermix
Primer
Sterilt vann
EvaGreen
DNA
Totalt

Det ble benyttet to negative kontroller (vann), samt kontrollen med blacTx-m -genet, som

~ Volum for én prave ()

ESBL1 ikke har primer for, for & bekrefte at det ikke ga utslag. Ingen positiv kontroll for
ESBL1 var tilgjengelig, og det ble heller ikke bestilt av gkonomiske arsaker.
ESBL1-2-primere:

Tabell 8 viser primerene benyttet for ESBL-multipleks gPCR. Mdlgenene er alle betalaktamaser (Dallenne et al., 2010).

Primere ESBL1 Primersekvens (5 >3) Mal-gen Stgrrelse (bp)
MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT blaoxa-as 281
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

MultiCTXMGp2_F CGTTAACGGCACGATGAC blacrx-m 404
MultiCTXMGp2_R CGATATCGTTGGTGGTTCCAT (gr.2)

MultiTSOO_F GGCACCAGATTCAACTTTCAAG blaoxa 564
MultiTSOO_R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

MultiTSOS_F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC blasyy 713
MultiTSOS_R ATCCCGCAGATAAATCACCAC

Primere ESBL2 Primersekvens (5 >3) Mal-gen Stgrrelse (bp)
MultiCTXMGp9_F TCAAGCCTGCCGATCTGGT blacrx-m 561
MultiCTXMGp9_R TGATTCTCGCCGCTGAAG (gr.9)

MultiCTXMGp1_F TTAGGAARTGTGCCGCTGYA blacrx-m 688
MultiCTXMGp1_R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT (gr. 1)

MultiTSOT_F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC blarem 800
MultiTSOT_R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC




Oppsett for gPCR:

Tabell 9: Oppsett for ESBL-qPCR

Trinn Temperatur (°C) Tid (minutter)
1 95 15:00

2 Denaturering 94 0:30

3 Annealing 60 1:30

4 Ekstensjon 72 1:30

5 Trinn 2-4 30x syklus

6 72 10:00

7 4 0

PCR-produkt ikke kjert pa gel, da gPCR-maskinen vil fortelle om produktet var til stede, sa
en slipper a bruke tid og ressurser pa a kjare gel-elektroforese.

MRSA-multipleks qPCR: Benyttet pa bakterier med bekreftet vekst pA MRSA-skaler.

MRSA-reaksjonsoppsett:

Tabell 10: Reaksjonsoppsett MRSA
Komponent \ Volum for én prgve (pl)
2x Qiagen Multiplex PCR master mix 10
10x primer mix * 0,4
Sterilt vann 7,6
EvaGreen 1
DNA 1
Totalt 20

Det ble benyttet to negative kontroller (vann), samt en positiv kontroll som hadde mecA-

genet og mecC-genet. *Primer mix i MRSA-multipleks qPCR ma lages pa forhand: 10 pl av
hvert primersett, F og R, (totalt 60 pl) og 40 pl vann til et totalvolum pa 100 pl.

MRSA-primere:

Tabell 11 viser primerene benyttet for MRSA-multipleks gPCR (DTU Food, 2020). mec-genene er alternative penicillin-
bindene proteiner som gjor peptidoglykansyntese mulig pa tross av betalaktamer. spa-genet sgkes for G indikere at prgven
erenS. aureus.

Primere MRSA Primersekvens (5 =>3') Mal-gen Stgrrelse (bp)
spa-1113F TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC spa 180-600
spa-1514R CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG mecA 162

mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

mecALGA251 MultiFP GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC mecC 138
mecALGA251 MultiRP GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC
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Oppsett for gPCR:

Tabell 12: Oppsett for MRSA-gPCR

Trinn Temperatur (°C) Tid (minutter)
1 94 5:00

2 Denaturering 94 0:30

3 Annealing 59 1:00

4 Ekstensjon 72 1:00

5 Trinn 2-4 30x syklus

6 72 10:00

7 4 0

PCR-produkt ikke kjart pa gel, da qPCR-maskinen vil fortelle om produktet var til stede.
CAR-multipleks PCR: Benyttet pa bakterier som har vokst frem pa CRE-skaler

CAR-reaksjonsoppsett:

Tabell 13: Reaksjonsoppsett CAR1-2
Komponent ~ Volum for én prave (ul)
2x Qiagen Multiplex PCR master mix 12,5
10x primer mix 2,5
Sterilt vann 9
DNA 1
Totalt 25

Det ble ikke benyttet negativ kontroll da dette ble vurdert som ungdvendig bruk av ressurser,

0g ingen positiv kontroll da dette ikke var tilgjengelig, og det ble ikke bestilt en kontroll av

gkonomiske arsaker.

CAR-primere:
Tabell 14 viser primerene benyttet for CAR-multipleks gPCR (Dallenne et al., 2010). Mdlgenene er alle betalaktamaser.
CMY2-F GCATCTCCCAGCCTAATCCC blacmy 188
CMY2-R TTCTCCGGGACAACTTGACG
MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT blaoxa-ag 281
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
IMP-F ACAGGGGGAATAGAGTGGCT blane 393
IMP-R AGCCTGTTCCCATGTACGTT
VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG blavim 564
VIM_R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT
| PrimereCAR2 [ Primersekvens(§>3) [ Malgen  [Storrelse(bp) |
NDM_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT blanom 157
NDM_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
SFC1-F GGAGGGCGAATTGGGGTTTA blasec 268
SFC1-R CACTGTACTGCAGAGTGGCA
KPC_F TCCGTTACGGCAAAAATGCG blakec 460
KPC_R GCATAGTCATTTGCCGTGCC
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Oppsett for CAR-PCR:

Tabell 15: Oppsett for CAR-PCR

Trinn Temperatur (°C) Tid (minutter)
1 95 15:00
94 0:30
60 1:30
72 1:30
6 72 10:00
7 4 0

ESBL-multipleks PCR: Benyttet pa bakterier som har vokst frem pa ESBL-skaler

ESBL-Reaksjonsoppsett:

Tabell 16: Reaksjonsoppsett ESBL1-4
Komponent Volum for én prgve (ul)
2x Qiagen Multiplex PCR master mix 12,5
10x primer mix 2,5
Sterilt vann g
DNA 1
Totalt 25

Benyttet ingen negativ kontroll da dette ble vurdert som ungdvendig bruk av ressurser.

Benyttet ingen positiv kontroll da dette ikke var tilgjengelig pa dette tidspunktet, og det ble
ikke bestilt en ny kontroll av gkonomiske arsaker.
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ESBL-primere:

Tabell 17 viser primerene benyttet for ESBL-multipleks PCR (Dallenne et al., 2010). Alle mdlgenene er betalaktamaser, med
unntak av rpoB og 16S rRNA som er housekeeping-gener.

Primere ESBL1 Primersekvens (5 =>3) Mal-gen Stgrrelse (bp)
MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT blaoxa-4s 281
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA

MultiCTXMGp2_F CGTTAACGGCACGATGAC blacrxm 404
MultiCTXMGp2_R CGATATCGTTGGTGGTTCCAT (gr. 2)

MultiTSOO_F GGCACCAGATTCAACTTTCAAG blaoxa 564
MultiTSOO_R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

MultiTSOS_F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC blasyy 713
MultiTSOS_R ATCCCGCAGATAAATCACCAC

Primere ESBL2 Primersekvens (5 =>3) Mal-gen Stgrrelse (bp)
MultiCTXMGp9_F TCAAGCCTGCCGATCTGGT blacrxm 561
MultiCTXMGp9_R TGATTCTCGCCGCTGAAG (gr. 9)

MultiCTXMGp1_F TTAGGAARTGTGCCGCTGYA blacrx-m 688
MultiCTXMGp1_R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT (gr. 1)

MultiTSOT_F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC blarem 800
MultiTSOT_R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC

Primere ESBL3 Primersekvens (5 =>3) Madl-gen Stgrrelse (bp)
NMD_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT blanpm 157

NMD_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT

VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG blavim 564

VIM_R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT

KPC_F TCCGTTACGGCAAAAATGCG blakec 460

KPC_R GCATAGTCATTTGCCGTGCC

Primere ESBL4 Primersekvens (5 ->3) Mal-gen Stgrrelse (bp)
rpoB_F CAGGTCTCACACGGTAACAAG rpoB 512
rpoB-seg-R GTGGTTCAGTTTCAGCATGTAC

16S-F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 16S rRNA 1505

16S-R GYTACCTTGTTAGCACTT

Oppsett for ESBL-PCR

Tabell 18 Oppsett for ESBL-PCR

Trinn Temperatur (°C) Tid (minutter)
1 95 15:00

2 Denaturering 94 0:30

3 Annealing 62 1:30

4 Ekstensjon 72 1:30

5 Trinn 2-4 28x syklus

6 72 10:00

7 4 0
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For hver PCR ble det til slutt utfart en gel-elektroforese pa de ferdige PCR-produktene. Gel-
elektroforese ble utfart pa 1% agarosegel laget pa 2 g agarosepulver (Seakem ® LE Agarose,
Lonza Rockland, USA), 200 ml forhandslaget Tris-acetat-EDTA (TAE-)-buffer (Bio-Rad
Laboratories Inc) og 10 pl Gelred (Biotium). Agar og buffer ble blandet sammen, varmet opp
og kjalt ned igjen far Gelred ble tilsatt. Veesken ble helt i en form med en brennkam. Den
stivnede gelen ble lagt over i elektroforesekar, hvor TAE-bufferen ble helt over som kjare-
buffer. 3 ul av DNA-pravene ble blandet med 3 pl agarose gel loading dye (Qiagen) og 4 pul
sterilt vann. 6 pl Quick-load 100 bp DNA ladder (New England BioLabs Inc, Ipswich, USA)
ble plassert i brgnn 1, og praver i de neste fem brennene, og ny ladder ble plassert i brenn 7,
foran de fem neste prevene. 10 pl av de klargjorte prevene ble tilsatt hver brgnn.
Elektroforesen ble kjart i «<BIO-RAD PowerPac 300» (Bio-Rad Laboratories Inc) ved 80 V i
ca. 1,5 time. Den ferdige gelen ble fotografert under UV-lys, med en Gel Doc XR-maskin
(Bio-Rad Laboratories Inc). Det ble ikke utfgrt singelpleks pa noen av prgvene basert pa

resultatene. Se resultater.
2.8 Sekvensering

Alle resistente F-bakterier og et utvalg S-bakterier ble valgt ut for sekvensering med MiSeq.
Enkelte F-bakterier ble ogsa sekvensert med MinlON. Davide Porcellato utfarte library prep
til MiSeq, og selve sekvenseringen. Det ble benyttet en metode kalt Nextera XT fra Illumina
for library prep og DNA ble sekvensert med et VV3 300 X2 bp sequencing kit i en MiSeq
platform, produsentens instruksjoner ble fulgt (Illumina Inc, San Diego, CA., USA). Misti
Dawn Finton utfarte library prep med SQK158 RBK004 Rapid Barcoding Kit og pafarte
praven i MinlON SpotON R9.4.1 flow cell i en MinlON MK1 sequencer. Dette ble kjort i
henhold til protokollen (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, England).

2.9 Behandling av data
Nanopore-data (lange reads) behandles pa falgende mate:

1) Filene med data ble concatenated (kjedet sammen) med cat-kommandoen i UNIX ved &

benytte Cygwin64.
2) Dataene ble lastet opp til Galaxy Australia, usegalaxy.org.au (Afgan et al., 2016).

3) Porechop (Wick, 2017) ble brukt pa disse dataene for a fjerne adaptere.
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4) Canu (Berlin et al., 2015; Chin et al., 2013; Chin et al., 2016; Myers, 2000; Sergey Koren

et al., 2017) ble forsgkt kjert for & produsere contigs med Porechop-data som input. *

5) ABRIcate (Seemann, 2016), skulle ha blitt kjert for a finne resistensgener og virulensgener
i databasene Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (Alcock et al., 2020),
NCBI sin Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database (NCBI, 2020) og
Virulence Factors Database (VFDB) (Chen et al., 2005).

6) Contigs hadde blitt brukt i Prokka (Cuccuru et al., 2014; Seemann, 2014), for & annotere

genom.

7) Contigs kunne ogsa ha blitt brukt for artsbestemmelse, med «Ribisomal multilocus
sequence typing» (rMLST) (Jolley et al., 2012) for & bekrefte bakterie-identitet.

*Canu og de pafglgende stegene ble aldri gjennomfart, da Canu konsekvent krasjet ved alle

forsgk hos alle prover.

Illumina-data (korte reads) ble behandlet pa fglgende mate:
1) Dataene ble lastet direkte opp til Galaxy Australia, usegalaxy.org.au (Afgan et al., 2016).

2) Trimmomatic (Bolger et al., 2014; Heusden et al., 2020) ble brukt for a fjerne

adaptersekvenser fra opplastede MiSeq-reads.

3) Shovill (Seemann, 2017) ble brukt for assembly til contigs, med Trimmomatic-filer som

input.

4) ABRIcate (Seemann, 2016), ble kjart for a finne resistensgener og virulensgener i
databasene Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (Alcock et al., 2020),
NCBI sin Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database (NCBI, 2020), og
Virulence Factors Database (VFDB) (Chen et al., 2005).

5) Contigs ble brukt i Prokka (Cuccuru et al., 2014; Seemann, 2014), for & annotere genom.

6) Contigs ble ogsa brukt til rMLST (Jolley et al., 2012) for & bekrefte identitet.

Nanopore-data (lange reads) og Illumina-data (korte reads) ble behandlet pa felgende mate:
1) Contigs fra lange og korte reads ble produsert som beskrevet over.
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2) Unicycler (Wick et al., 2016) ble kjart for hybrid assembly med forward og reverse reads

fra Trimmomatic-data og Porechop-data.

3) ABRIcate (Seemann, 2016), ble kjgrt for & finne resistensgener og virulensgener i
databasene Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) (Alcock et al., 2020),
NCBI sin Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database (NCBI, 2020), og
Virulence Factors Database (VFDB) (Chen et al., 2005), som ikke ble funnet med contigs fra
Shovill (Seemann, 2017)

Annotering og artsbestemmelse med hybrid-contigs fungerer pa samme mate som vanlige
contigs og kan utfgres, men dette ble ikke gjort her, da det allerede var gjennomfart pa

MiSeq-contigs.

3. Resultater

3.1 Resultater for dyrkning av F-bakterier

Alle bakterier hentet fra glyserolstocks ble sadd ut pa blodagar og inkubert aerobt ved 37°C i
1-2 dagn, avhengig av hvor raskt koloniene vokste frem. Fra blodagar ble kolonier flyttet til
antibiotikaskaler, og inkubert aerobt pa nytt ved 37°C, i 1-3 degn, og noen skaler stod lenger,
for & bekrefte eller avkrefte vekst. Kolonier som vokste frem pa antibiotikaskaler ble overfart
til nye antibiotikaskaler og inkubert pa nytt, alle bakterier som ble overfart til nye
antibiotikaskaler viste vekst. Fgr det ble gjort videre arbeid med disse bakteriene, ble det
plukket ut kolonier til nye glyserolstocks. Nye glyserolstocks ble lagret ved -80°C og er
tilgjengelig for videre undersgkelser. Resultatene fra dyrkingen vises i tabell 19- 22:
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Runde 1

Tabell 19 viser hvilke bakterieisolater som vokste pa antibiotikaskdler i runde 1, og hvordan de sG ut pa blodskdl. Hemolyse er notert,
vurderingen er tatt ved d studere skdlene, og ikke fotografiene. Enkelte bilder har mini-bilder inkludert i hjgrnet, der det opprinnelige bildet
ikke godt nok viste bade koloniene og hemolysen. Mini-bildene er enten fra den andre siden av skdlen, eller fra ny blodskadl. X = ikke vekst.

Prove Bakterie ‘ ESBL H MRSA CRE Prave Bakterie ‘ ESBL | MRSA CRE
pa blodskal (+Hemolyse) pa blodskal (+Hemolyse)
BO2-1, 1(1) S. dysgalactiae X Streptokokk, ikke X B0O201-1, 12(1) S. X Streptokokk, ikke | X
h (B) testet dysgalactiae testet
(B)
BO149-3, 2(1) S. dysgalactiae X Streptokokk, ikke X B0O33-1, 13(1) S. haemolyticus X X
(B) testet (B)
S. haemolyticus X X X B169-1, 14(1) S. aureus X X
(v) (B)
S. haemolyticus X Vekst X B172-1, 15(1) S. aureus X X
B) (B)
BO154-1, 5(1) S. haemolyticus X X B271-1, 16(1) S. aureus X X
. (B) (B)
BO168-1, 6(1) S. haemolyticus X Vekst X B284-1,17(1) S. aureus X X X
. (B) '4 (B)
MA201-1,7(1 S. dysgalactiae X S. aureus X X X
. (V) (B)
BO169-1, 8(1 S. aureus X M172-1,19(1) S. aureus X X X
B) (B)
B0169 2,9(1) S. aureus X B422-1,20(1) S. aureus X X X
. (B) (B)
BO172-1,10(1) S. aureus X X X B237-3 21(1) S. dysgalactiae X Streptokokk, ikke | X
(B) - (B/ y) Muligens testet
ikke renkultur.
BO172-2, 11(1) S. aureus X X X
B)
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Tabell 19 viser at alle bakteriene i runde 1 vokste pa blodagar, ingen vokste pa CRE-skaler,
eller ESBL-skaler, men prave 4(1), 5(1), 6(1), 13(1) og 15(1) vokste pA MRSA-skaler pa
farste utstrykning, og da de ble sddd om til nye skaler (ikke avbildet). Fargede kulturer med
tvilsom vekst ble dratt inn mot midten av skalen med en plast-podgse for a se om det ble vekst

i podgse-sporet, dette skjedde med 15(1), men ikke hos de andre.

Runde 2

Tabell 20 viser hvilke praver som vokste pa antibiotikaskdler i runde 2, og hvordan de sa ut pa blodskdl. Hemolyse er notert, vurderingen er
tatt ved d studere skdlene, og ikke fotografier. X = ikke vekst.

BO1-1, 1(2) S. epidermidis X BO70-1, 11(2) S. epidermidis
. (B) (B)
BO5-3, 2(2) S. epidermidis X M16-1, 12(2) S. epidermidis
. (V) (V)
BO8-5, 3(2) S. epidermidis X S. epidermidis
: (B) . (B)
BO16-1, 4(2) S. epidermidis Vekst B60-1, 14(2) S. epidermidis
. (V) . (V)
BO57-1, 5(2) S. epidermidis B76-1, 15(2) S. epidermidis
(B) . (B)
BO58-1, 6(2) S. epidermidis X B78-2,16(2) S. epidermidis
. (B) . (B)
BO65-1, 7(2) S. epidermidis X B79-1,17(2) S. epidermidis
. (B) . (B)
BO66-2, 8(2) S. epidermidis X B81-3,18(2) S. epidermidis
. (B) (B)
BO68-2, 9(2) S. epidermidis X B83-1,19(2) S. epidermidis
. (B) . (B)
B0O69-1, 10(2) S. epidermidis X B84-2, 20(2) S. epidermidis
. (B) . (B)
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Tabell 20 viser at alle bakteriene i runde 2 vokste pa blodagar, men ingen pa CRE-, eller

ESBL-skaler. 4(2) vokste pA MRSA-skaler, pa farste og andre utstrykning. Da deler av

kolonien ble plukket og flyttet til ny antibiotika-skal, kom veksten etter kun én dag. Fargede

kulturer ble dratt inn mot midten av skalen med podgse, men ingen kolonier oppstod.

Runde 3

Tabell 21 viser hvilke prgver som vokste, og hvordan de sa ut pa blodskdl. Hemolyse er notert, vurderingen er tatt ved G studere skdlene, og
ikke fotografier. X = ikke vekst.

M13-1, 1(3)

S. uberis M49-1, 11(3) S. uberis

(v) (v)

S. uberis M229-1,12(3) S. parauberis
(v) (v)

B99-2, 3(3)

S. parauberis

(v)

B111-2, 4(3)

S. parauberis

(v)

B249-1, 5(3)

S. uberis

(v)

B367-2, 6(3)

S. parauberis

(v)

M249-2, 7(3)

S. uberis

(v)

M282-1, 8(3)

S. uberis

(v)

M284-1, 9(3)

S. uberis

(v)

M69-2, 10(3)

>

S. parauberis

(v)

M227-3, 13(3)

S. parauberis

(v)

M385-2, 14(3)

S. uberis

(v)

S. uberis

(v)

S. uberis

(v)

S. uberis

(B)

BO284-4, 18(3)

S. uberis

(B)

S. uberis

(v)

S. parauberis

(v)
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Tabell 21 viser at alle bakteriene i runde 3 vokste pa blodagar, men ingen vokste pa CRE-

skaler, eller ESBL-skaler. Det ble vurdert som lite sannsynlig at streptokokker ville vokse pa

MRSA-skaler, de fa skalene som var tilgjengelige ble derfor ikke brukt til dette.

Runde 4

Tabell 22 viser hvilke prgver som vokste pa antibiotikaskdler i runde 4, og hvordan de s@ ut pd blodskdl. X = ikke vekst.

B149-2 1(4)

B376-3 2(4)

M213-2 5(4)

M201-1 6(4)

(4)

M421-1 8(4)

M434-2 9(4)

BO37-110(4)

S. canis X
(v)

E. coli X
(v)

S. canis X
(v)

S. canis X
(v)

Strep canis X
(v)

S. canis X
(v)

S. canis X
(v)

S. canis X
(v)

E. coli X
(v)

E. faecalis Vekst
v)

BO85-4 11(4)

BO434-3 12(4)

BO421-113(4)

BO422-2 14(4)

B0O273-1 15(4)

BO274-1 16(4)

B201-117(4)

MA215-2 18(4)

MA434-1 20(4)

E. faecalis Vekst
(v)

E. coli

(v)

Strep canis X

(v)

S. canis X

(v)

E. faecalis X

(v)

E. faecalis Vekst
(v)

S. canis X

(v)

S. canis X

(v)

E. coli X

(v)

E. coli X

(v)
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Tabell 22 viser at alle bakteriene i runde 4 vokste pa blodagar, men ingen vokste pa ESBL-
skaler. Det ble her, som i runde 3, vurdert som lite sannsynlig at bakteriene ville vokse pa
MRSA-skaler, og dette ble derfor ikke testet. Det var vekst pa tre CRE-skaler, dette var prgve
10(4), 11(4) og 16(4), hvor koloniene oppstod etter at den fargede kulturen hadde blitt trukket
inn mot midten, slik som hadde blitt gjort med alle skaler med mulig, men usikker vekst
tidligere. Tydelige enkeltkolonier oppstod i utstrykningen, og alle tre vokste raskt pa nye
CRE-skaler da de ble overfart. 10(4) og 11(4) matte trekkes litt i med podgse far veksten ble

tydelig pa skal nummer to, men 16(4) vokste mye bedre uten «hjelp».

Fotografier av de positive antibiotikaskalene, samt et eksempel pa en negativ antibiotikaskal
er inkludert i vedlegg 5.

3.2 MIC-resultater for F-bakterier

Det ble utfart en rekke MIC-tester pa bakteriene fra melken fra friske kyr. Noen F-bakterier
ble testet pa bakgrunn av hvilke antibiotikaskaler de vokste pa, og andre basert pa hva som ble
funnet ved sekvensering. Flere tester burde ha blitt utfgrt, men grunnet utbrudd av
Coronavirus var dette ikke mulig & gjennomfare. Verdiene er vurdert opp mot EUCAST sine
tabeller som ble oppdatert i januar 2020, selv om flere verdier ble lest av i 2019. Tabell 23-28

viser de samlede MIC-resultatene for alle testede F-bakterier.

Enkelte skaler vises med en svart ring rundt stripsen, her har inhiberingssonen blitt markert
med tusj pa baksiden av skalen, for a tydeliggjere hvor bakteriene sluttet & vokse, da dette
ikke kom tydelig frem pa fotografier. Det ma ogsa nevnes at alle MIC-verdier er lest av
direkte pa skalen, disse vurderingene er ikke tatt fra fotografier inkludert i tabellene, da dette

er ville veert mye vanskeligere a avgjare.

Som beskrevet i seksjon 1.7 «Metodeteori», benyttes ECOFF og clinical breakpoint
henholdsvis for & avgjere om stammen skiller seg fra villtypen, og om den er klinisk resistent

og dermed vil vaere problematisk a behandle.

Ciprofloxacin (Cl): Cl-strips ble brukt pa S. haemolyticus, S. epidermidis og S. aureus som
hadde vokst pa MRSA-skaler. | falge EUCAST, er disse bakteriene klinisk resistente mot
ciprofloxacin ved MIC > 1 ng/pl og ECOFF er 1 ng/pl.
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Tabell 23 viser ciprofloxacin MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pd MRSA-skdler.
Resultatet er beregnet giennomsnitt av to paralleller.

Prgve \ MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 \ Parallell 2
4(1) 1,25

S. haemolyticus:

Klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF oversteget.
Det kommer ikke tydelig frem av bildene, da MIC-
verdiene ikke har stor avstand pa stripsen, men
verdiene ble ngye lest av.

5(1) 0,19

S. haemolyticus:

Ikke klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF ikke
oversteget

6(1) 0,19

S. haemolyticus:

Ikke klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF ikke
oversteget

13(1) 0,125

S. haemolyticus:

Ikke klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF ikke
oversteget. Nb, test utfgrt pa blodskal, da 13(1) ikke
talte MH-agar.

15(1) 0,25

S. aureus:

Ikke klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF ikke
oversteget.

4(2) 0,125

S. epidermidis:

Ikke klinisk resistent mot ciprofloxacin, ECOFF ikke
oversteget.
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Meropenem (MP): MP-strips ble brukt pa E. faecalis som hadde vokst pd CRE-skaler. |
falge EUCAST finnes det ikke clinical breakpoint for Enterococcus spp testet med
meropenem, men ECOFF er 8 ng/ul.

Tabell 24 viser meropenem MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pd CRE-skdler.
Resultatet er beregnet gjennomsnitt av to paralleller.

Prgve MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 \ Parallell 2
10(4) 1,25

E. faecalis: Vokser ganske godt rundt meropenem-
stripsen, men klinisk resistens kan ikke bestemmes
uten gitt breakpoint.

ECOFF ikke oversteget

11(4) 1,25

E. faecalis: Vokser ganske godt rundt meropenem-
stripsen, men klinisk resistens kan ikke bestemmes
uten gitt breakpoint.

ECOFF ikke oversteget

16(4) 1,5

E. faecalis: Vokser godt rundt meropenem-stripsen,
bedre enn 10(4) og 11(4), men klinisk resistens kan
ikke bestemmes uten gitt breakpoint.

ECOFF ikke oversteget

70



Imipenem (IPM): IPM-strips ble brukt pa E. faecalis som hadde vokst pd CRE-skaler. | fglge
EUCAST er Enterococcus spp klinisk resistent mot imipenem ved MIC > 4 ng/ul, og ECOFF
er 4 ng/ul.

Tabell 25 viser imipenem MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pG CRE-skdler. Resultatet er beregnet gjennomsnitt av
to paralleller.

Prgve MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 Parallell 2
10(4) 0,38
E. faecalis:

Ikke klinisk resistent mot imipenem, ECOFF ikke
oversteget.

11(4) 0,27

E. faecalis:

Ikke klinisk resistent mot imipenem, ECOFF ikke
oversteget.

16(4) 1,5

E. faecalis:

Ikke klinisk resistent mot imipenem, ECOFF ikke
oversteget. (Nb, denne testen ble utfgrt tidligere enn
de to andre, og har derfor et annet stripsen-merke.)
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Tetracyclin (TE): TE-trips ble benyttet pa S. aureus og E. faecalis som hadde vokst frem pa
henholdsvis MRSA-skaler og CRE-skaler. | falge EUCAST er S. aureus klinisk resistent mot
Tetracyclin ved MIC > 2 ng/ul, og ECOFF er 1 ng/pl. Det finnes ikke clinical breakpoint for
Enterococcus spp testet med tetracyclin, men ECOFF er 4 ng/pl.

Tabell 26 viser tetracyclin MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pé MRSA-skaler og CRE-skdler. Resultatet er beregnet
gjennomsnitt av to paralleller.

Prgve  MIC-snitt (ng/ul) Parallell 1 Parallell 2
15(1) 0.094

S. aureus:

Ikke klinisk resistent mot tetracyclin, ECOFF ikke
oversteget.

16(4) 24

E. faecalis:

Vokser veldig godt rundt tetracyclin-stripsen, men
klinisk resistens kan ikke bestemmes uten gitt
breakpoint.

ECOFF oversteget.

Streptomycin (S): S-strips ble benyttet pa E. faecalis som hadde vokst frem pd CRE-skaler. |
falge EUCAST er Enterococcus spp klinisk resistent mot streptomycin ved MIC > 512 ng/ul
og ECOFF er 512 ng/ul.

Tabell 27 viser streptomycin MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pG CRE-skdler.
Resultatet er beregnet gjennomsnitt av to paralleller.

Prgve MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 \ Parallell 2
16(4) > 1024

E. faecalis:

Klinisk resistent mot streptomycin, ECOFF
oversteget.
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Trimetoprim (TM): TM-strips ble benyttet pa E. faecalis som hadde vokst frem pa CRE-
skaler. | faglge EUCAST finnes det ikke clinical breakpoint for Enterococcus spp testet med
trimetoprim. Nar det gjelder ECOFF er ikke denne bakterien oppfart pa trimetoprim-listen.

Tabell 28 viser trimetoprim MIC-resultatene for F-bakterier som vokste pd CRE-skdler. Resultatet er beregnet gjennomsnitt
av to paralleller.

Prgve MIC-snitt (ng/ul) Parallell 1 \ Parallell 1
16(4) 0,079
E. faecalis:

Ikke mulig & si noe om klinisk resistens eller
ECOFF nar det ikke er oppfert i EUCAST.
Stammen viste heller ingen ekstreme resultater i
den ene eller andre enden av skalaen.

Tabell 23-28 viser at det i all hovedsak ikke forekom verdier som oversteg clinical breakpoint
eller ECOFF-verdiene gitt for bakterie og antibiotika, med unntak av prgve 4(1) for
ciprofloxacin, som oversteg clinical breakpoint og ECOFF, og 16(4) som oversteg clinical

breakpoint og ECOFF for streptomycin, og ECOFF for tetracyclin.
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3.3 Ekstrahert DNA fra F-bakterier

Fra runde 1-4 ble DNA ekstrahert fra alle F-bakterier som hadde vokst pa antibiotika-medier.
Fra runde 1 ble DNA farst ekstrahert med DNeasy og malt med NanoDrop, og deretter ble
DNA ekstrahert med GenElute i tillegg og malt med bade NanoDrop og Qubit. Fra runde 2-4
ble DNA kun ekstrahert med GenElute og malt med Qubit.

Tabell 29 viser DNA-konsentrasjon ([C] ved NanoDrop) og renhet (260/280, 260/230) til DNA fra F-bakterier, ekstrahert med
GenElute og DNeasy, malt med NanoDrop og Qubit. Mdlinger som ikke ble utfgrt er markert med en strek.

Prgve NanoDrop (ng/ul) NanoDrop (ng/ul) Qubit (ng/ul)

GenElute DNeasy GenElute
4(1): [Cl: 128,7 [Cl: 31,6 76,1
S. haemolyticus 260/280: 1,88 260/280: 1,89

260/230: 2,20 260/230: 2,09
5(1): [C]: 138,5 [Cl: 12,1 31,5
S. haemolyticus 260/280: 1,78 260/280: 1,86

260/230: 1,46 260/230: 1,81
6(1): [C]: 105,7 [C]: 7,8 59,5
S. haemolyticus 260/280: 1,75 260/280: 2,15

260/230: 1,51 260/230: 1,38
13(1): [C]: 96,1 [C]: 18,1 14,2
S. haemolyticus 260/280: 1,79 260/280: 2,00

260/230: 1,60 260/230: 1,72
15(1): [C]: 104,0 [C]: 31,0 269
S. aureus 260/280: 1,82 260/280: 1,91

260/230: 1,76 260/230: 2,24
4(2); [C]: 59,7 - 177
S. epidermidis 260/280: 1,68

260/230: 1,38
10(4): [C]: 129,0 - 110
E. faecalis 260/280: 1,86

260/230: 2,7
11(4) [C): 162,9 - 88,7
E. faecalis 260/280: 1,91

260/230: 2,31
16(4): [C]: 114,7 = 112
E. faecalis 260/280: 1,83

260/230: 2,79

DNA ekstrahert med DNeasy ble ikke brukt til mer enn ESBL qPCR og DNA-
konsentrasjonen ble derfor aldri malt med Qubit i tillegg. Dette DNA-et er fryst, og kunne ha
blitt malt for en komplett liste, men etter Coronautbruddet var det ikke lenger mulig a fa

tilgang til dette.

3.4 PCR-resultater for bakterier for F-bakterier
ESBL-multipleks gPCR

Fra runde 1, altsa preve 1(1)-21(1), ble alle pravene undersgkt med en ESBL-multipleks
gPCR med primerene ESBL1-2. Alle pravene og de negative kontrollene ga negativt resultat.

Det eneste positive resultatet var den positive ESBL2-kontrollen.
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MRSA-multipleks gPCR:

Alle F-bakterier som vokste pa MRSA-skaler, fra alle runder, det vil si vil si prave 4(1), 5(1),
6(1), 13(1), 15(1) og 4(2) ble undersgkt med en MRSA-multipleks g°PCR med primere for
mecA/mecC og spa. 15(1) og 4(2) ble undersgkt av Alberto Bombelli. Den positive kontrollen
med mecA/mecC -gener var positiv, men alle prgvene, samt de negative kontrollene, var

negative.

Nb! Det henvises ikke til bilder av de negative gPCR-resultatene, hverken for ESBL eller
MRSA, da det ikke er mulig a fa tak i grafene som er lagret pa maskinen pa NMBU, pa grunn

av Coronavirus-utbruddet.
CAR-multipleks PCR:

Alle F-bakterier som vokste pa CRE-skaler, altsa 10(4), 11(4) og 16(4) ble undersgkt med en
CAR-multipleks PCR, med primerene CAR1-2. Det ble ikke benyttet en negativ kontroll, og
en positiv kontroll var ikke tilgjengelig. Ingen av prgvene ga positivt utslag. Gel-bildet er

inkludert i vedlegg 2.

3.5 Sekvenserte F-bakterier

Prove 4(1), 6(1), 15(1), 4(2) og 11(4) ble farst sekvensert med MinlON, men det var ikke
mulig & fa behandlet disse dataene i Galaxy, da Canu krasjet gjentatte ganger uten hjelpsom
feilmelding. Senere ble alle F-bakterier som hadde vokst pa antibiotikaskaler sekvensert med
MiSeq, ogsa de som var sekvensert med MinlON. Prgve 4(1), 6(1) og 4(2) ble ogsa vellykket
kjort gjennom Unicycler, men dette fungerte ikke med de andre. Hos prave 6(1) fikk
Unicycler assemblet et komplett sirkuleert genom samt komplette sirkuleere plasmider. Gen-

funnene er inkludert i tabell 30:
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Tabell 30 viser alle resistensgener og virulensgener som ble funnet hos MiSeq- og MinlON-sekvenserte F-bakterier,
fra CARD, NCBI og VFDB, samt en kontroll av ID

Sekvensert
prove/

MaldiTOF-ID

4(1)
S. haemolyticus

Resistensgener

arlR, mgrA, norA

Virulensgener

clpP, lip

ID fra
sekvensert
DNA (rMLST)

S. haemolyticus
(100%)

5(1)
S. haemolyticus

For lite data til & produsere contigs

S. haemolyticus

6(1) mgrA Ingen treff S. haemolyticus
S. haemolyticus (100%)
13(1) arlR, mgrA, norA clpP, lip, sdrD S. haemolyticus

(100%)

norA

15(1) arlR, arlS, dha-1, fosB, adsA, aur, cap8A, cap8B, cap8C, cap8D, cap8E, cap8F, cap8G, S. aureus
S. aureus fosB-Saur, LmrS, mepA, | cap8H, cap8l, cap8J, cap8K, cap8L, cap8M, cap8N, cap80, (100%)
mepR, mgrA, norA, cap8P, clfA, clfB, clpP, coa, ebp, esaA, esaB, esaC, essA, essB,
tet38 essC, esxA, esxB, fnbA, fnbB, geh, hib, hid* higA, higB, hlgC,
hly/hla, hysA, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR, isdA, isdB, isdC, isdD,
isdE, isdF, isdG, lip, lukF-PV, map, sbi, sdrC, sdrD, spa, srtB,
SSPA, sspB, sspC, vWbp
4(2) arlR, dfrC, fosB- clfA, clfB, hld, lip, sdrC S. epidermidis
S. epidermidis 251804940, mgrA, (100%)

tetM

10(4) dfrE, efrA, efrB, emeA, ace, bopD, bsh, clpP, cpsA, cpsB, ebpA, ebpB, ebpC, ef0818, E. faecalis (100%)
E. faecalis IsaA, tetM efaA, esp, fsrA, fsrB, fsrC, fss1, fss2, gelE, prgB/asc10, sprE,

srtC
11(4) ant(6)-la, dfrE, efrA, ace, bopD, bsh, clpP, cpsA, cpsB, ebpA, ebpB, ebpC, ef0818, E. faecalis (100%)
E. faecalis efrB, emeA, IsaA, tetM ef3023, efaA, esp, fsrA, fsrB, fsrC, fss1, fss2, gelE, sprE, srtC
16(4) ant(6)-la, dfrE, efrA, ace, bopD, clpP, cpsA, cpsB, ebpA, ebpB, ebpC, ef0818, E. faecalis (100%)
E. faecalis efrB, emeA, IsaA, spw, ef3023, efaA, esp, fsrA, fsrB, fsrC, fss1, fss2, gelE, sprE, srtC

Alle genene i tabell 30 ble funnet med contigs produsert med Shovill pa MiSeqg-data, med
unntak av hld (markert med stjerne) hos 15(1), som ble funnet med contigs produsert med
Unicycler pa MiSeq-data kombinert med MinlON-data. Mange resistensgener og
virulensgener ble funnet hos alle de undersgkte bakteriene, og identitet ble bekreftet. For

forklaring av genene, se seksjon 4.1 i diskusjon.

Prokka ble ogsa benyttet, men siden dette gir en del usikre og enkelte hypotetiske svar, har
ikke alle blitt undersgkt like ngye, og blir ikke inkludert sammen med treffene i CARD, NCBI
og VFDB. Alle sekvenserte F-prgver og S-praver har blitt undersgkt i Prokka, med sgkeord
som «resistance», «beta-lactamase», «transporter» og lignende. Alle relevante treff er
inkludert i vedlegg 4, men ikke alle genene har blitt diskutert i denne oppgaven, da enkelte gir
resistens mot substanser som ikke benyttes som medisin, eller fordi opphavet av genet var
tvilsomt, eller lignende arsaker. Vedlegg 4 viser ogsa hvilke gener som ble funnet i hvilke
databaser. Prokka har i denne oppgaven blitt benyttet mer som en stgtte-funksjon, for a hjelpe
a forklare for eksempel hvorfor enkelte like prgver har fatt forskjellige resultater pa

antibiotikaskal, eller for & se etter mer utfyllende resultater hos prgver med fa gener, som for
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eksempel prave 6(1). De relevantene genene funnet med Prokka hos sekvenserte F-bakterier

er inkludert i tabell 31, sammen med Prokkas beskrivelse av genet:

Tabell 31 viser et utvalg av gener hos F-bakterier, funnet med Prokka. Gener med identisk eller nzer identisk beskrivelse er

gruppert sammen.
Prgve Beskrivelse hentet fra Prokka
4(1) Multidrug resistance protein: MFS family
4(1) Teicoplanin resistance associated membrane
4(1) TetR family transcriptional regulator
6(1) Bacitracin resistance protein, undecaprenyl
6(1) MFS family major facilitator transporter
6(1) ABC transporter
6(1) Conserved virulence factor B
6(1) Oxacillin resistance-related FmtC protein
6(1) MATE family multi-antimicrobial extrusion
6(1) RND superfamily resistance-nodulation-cell
6(1) Multidrug resistance efflux pump SepA
6(1) Teicoplanin resistance associated membrane
6(1) TetR family transcriptional regulator
13(1) Oxacillin resistance-related FmtC protein
13(1) MFS family major facilitator transporter
15(1) Bacitracin resistance protein, undecaprenyl
15(1) MEFS family major facilitator transporter
15(1) ABC transporter
15(1) Conserved virulence factor B
15(1) Virulence protein
15(1) Oxacillin resistance-related FmtC protein
15(1) Fosfomycin resistance protein FosB
15(1) DMT superfamily drug/metabolite transporter
15(1) MATE family multi-antimicrobial extrusion
15(1) RND superfamily resistance-nodulation-cell
15(1) Multidrug resistance efflux pump SepA
15(1) Teicoplanin resistance associated membrane
15(1) TetR family transcriptional regulator
4(2) Bacitracin resistance protein, undecaprenyl
4(2) MFS family major facilitator transporter
4(2) ABC transporter
4(2) Conserved virulence factor B
4(2) Oxacillin resistance-related FmtC protein
4(2) DMT superfamily drug/metabolite transporter
4(2) RND superfamily resistance-nodulation-cell
10(4) ABC transporter
10(4) Conserved virulence factor B
10(4) Multidrug resistance protein: MFS family
10(4) Multidrug resistance protein: MATE family
10(4) Tetracycline resistance ribosomal protection
11(4) ABC transporter
16(4) ABC transporter

Interessant gen-funn i Prokka

mdtL

tcaA

tetR

bacA

bcr, emrA, narK, proP, tcaB, norA, mdtG
ccmA, pstS, phnC, phnD, potA, vraD, vraE
cvfB

fmtC

mepA, mepB

secF

sepA

tcaA, tcaR

tetR

fmtC

proP

bacA

bcr, emrA, narK, proP, sbnD, tcaB, norA
ccmA, fepD, isdD, isdE, phnC, phnD, potA, pstS, vraD, vraE, znuC
cvfB

esaC, esxB

fmtC

fosB

glcU, rarD, rbsU

mepA, mepB

secF

sepA

tcaA, tcaR

tetR

bacA

bcr, emrA, narK, norA, tcaB

ccmA, phnC, phnD, potA, pstS, trkG, vraD, vraE, znuC
cvfB

fmtC

glcU, rarD, rbsU

secF

adcC, artM, ecsA, ecsB, ginQ, mdxG, metN1-2, msmK, oppD, oppF,
0puCD, pstA, pstB1-2, pstC, yadG, yadH, yclP, ykpA, ytcP, yteP
cvfB

mdtL

mepA
tet(M)
natA

yadG, yadH

77



Tabell 31 viser alle interessante gener funnet med Prokka, i all hovedsak efflukspumper. Det
er fokusert pa gener som kan gi resistens mot antibiotika, samt gener som antyder virulens,
men det var ogsa gener som gir resistens mot for eksempel metaller som ikke benyttes som

medisin.

3.6 Resultater for dyrkning av S-bakterier
Alle 12 S-bakterier vokste i lgpet av et degn pd 37°C pa blodskaler og pa ESBL-skaler, som
vist i tabell 32.

Tabell 32 viser hvordan S-bakteriene sa ut pd blodskdler og ESBL-skdler. Blodskdlene vises fra forsiden og baksiden, markert
henholdsvis med F og B.

Prove  Bakterie

ESBL_M34_a P. oleovorans
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

Blodskal ESBL
F ',/

ESBL_M34_b P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skalen som tyder pa hemolyse.

ESBL_M35_a P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skalen som tyder pa hemolyse.

ESBL_M36_a P. oleovorans
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

ESBL_M36_b P. oleovorans
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

ESBL_M36_c P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skalen som tyder pa hemolyse.

ESBL_M39_a P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skalen som tyder pa hemolyse.
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Prove  Bakterie Blodskal ESBL

ESBL_M33_b P. oleovorans B
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den ’

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

ESBL_M39_c P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skalen som tyder pa hemolyse.

ESBL_M40_a P. oleovorans
Det var ingen synlig grgnnfarge pa oversiden eller undersiden

av skélen som tyder pd hemolyse.

ESBL_MA40_b P. oleovorans
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

ESBI_M40_¢ P. oleovorans
Stammen er tilsynelatende alfa-hemolytisk, basert pa den

svake grgnnfargen som synes pa undersiden av blodskalen.

Tabell 32 viser vekst av S-bakterier. Pa blodskalene er det tatt bilder fra forsiden (F), og fra
baksiden (B) for & best mulig vise hemolysen. Den er ikke like synlig pa alle skaler, men den
endelige vurderingen av hemolysen ble tatt ved & studere skalene, og ikke bildene.
Resultatene bekreftet at alle S-bakteriene hentet fra glyserolstocks var levedyktige og kunne

vokse pa ESBL-skaler, og dermed kunne brukes i videre undersgkelser.

Opprinnelige glyserolstocks var laget ved a plukke kolonier fra ESBL-skaler, dette var altsa

bekreftede resistente renkulturer, og dermed ble det ikke laget nye stocks av disse bakteriene.

3.7 MIC-resultater for S-bakterier
Som med F-bakterier, ble det utfert en rekke MIC-tester pa bakteriene fra melken til syke kyr,
noen bakterier ble testet pa bakgrunn av hvilke antibiotikaskaler de vokste pa, og andre basert

pa hva som ble funnet ved sekvensering. Her ogsa ble flere tester planlagt, men grunnet
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utbrudd av Coronavirus var dette ikke mulig & gjennomfgre. Tabell 33-35 viser de samlede

MIC-resultatene for alle testede S-bakterier:

(Nb, enkelte skaler vises her ogsa med en svart ring rundt stripsen, som var for a tydeligere
markere inhiberingssonen, denne er noen steder ikke satt helt riktig, etter en vurdering av
hvordan denne veksten skulle leses av. Det er ogsa noen rade streker som ble satt ved en ny
vurdering, dette kan se noe forvirrende ut, og verdiene er oppgitt basert pa endelig vurdering

tatt ved gyemal, sa det anbefales a se bort ifra disse strekene)

Cefotaksim (CTX): CTX-strips ble brukt pa P. oleovorans som hadde vokst pa ESBL-skaler.
| falge EUCAST, finnes det ikke noe clinical breakpoint for Pseudomonas spp testet med

cefotaksim, og ECOFF er kun oppgitt for Pseudomonas aeruginosa, som 32 ng/pl.

Tabell 33 viser cefotaksim MIC-resultatene for S-bakterier som vokste pd ESBL-skdler. Resultatet er beregnet gjennomsnitt av to
paralleller.

Prgve MIC-snitt (ng/ul) Parallell 1 Parallell 2
ESBL_ M34_a 2

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

M

ESBL_M34 b 2

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M35_a 2

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M36_a 14

P. oleovorans

Skalen var nesten helt dekket av vekst,
med en ekstremt liten inhiberingssone.
Breakpoint er ikke oppgitt, men denne
veksten skiller seg mye fra de andre
prgvene. ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M36_b 2,5

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.
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Prgve MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 Parallell 2
ESBL_M36_c 3,5

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M39 a 25

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL M39 b 2,5

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M39 ¢ 2

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M40_a 1,5

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M40_b 3,5

P. oleovorans

Clinical breakpoint ikke oppgitt, ECOFF for
P. aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M40 ¢ 12

P. oleovorans

Skalen var nesten helt dekket av vekst,
med en ekstremt liten inhiberingssone.
Breakpoint er ikke oppgitt, men denne
veksten skiller seg mye fra de andre
prgvene. ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

Cefepim (FEP): FEP-strips ble brukt pa P. oleovorans som hadde vokst pa ESBL-skaler. |
felge EUCAST er clinical breakpoint for Pseudomonas spp testet med cefepim MIC > 8
ng/ul. ECOFF er kun oppgitt for Pseudomonas aeruginosa og er der 8 ng/pl.
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Tabell 34 viser cefepim MIC-resultatene for S-bakterier som vokste pd ESBL-skdler. Resultatet er beregnet gjennomsnitt av to

paralleller.
Prgve MIC-snitt (ng/ul)
ESBL_M34_a 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL M34 b 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M35_a 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M36_a 4

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim,
men hgyere enn de fleste prgvene i
denne runden. ECOFF for P.
aeruginosa er ikke oversteget.

ESBL_M36_b 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. geruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M36_c 0,50

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M39_a 0,16

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M39_b 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.
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Preve MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 Parallell 2
ESBL_M39 ¢ 0,25

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M40_a 0,19

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. geruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M40_b 0,38

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim.
ECOFF for P. aeruginosa er ikke
oversteget.

ESBL_M40_c 3

P. oleovorans

Ikke klinisk resistent mot cefepim,
men hgyere enn de fleste prgvene i
denne runden. ECOFF for

P. aeruginosa er ikke oversteget.

Streptomycin (S): S-strips ble benyttet pa P. oleovorans som hadde vokst pa ESBL-skaler. |
listene til EUCAST er streptomycin ikke listet opp under Pseudomonas spp og det er derfor
ikke oppgitt clinical breakpoint her. Pseudomonas spp er heller ikke a finne under

streptomycin, ECOFF er dermed heller ikke oppgitt.

Tabell 35 viser streptomycin MIC-resultatene for S-bakterier som vokste pG CRE-skdler.

Prgve \ MIC-snitt (ng/pl) Parallell 1 Parallell 2
ESBL_M36_a >1024

P. oleovorans

Skalen var fullstendig dekket av vekst.

ESBL_M36_c 8

P. oleovorans

Middels vekst, ingen ekstreme
resultater.
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Prove \ MIC-snitt (ng/ul) Parallell 1 Parallell 2
ESBL_M40_a 4

P. oleovorans

Det var svak og treg vekst hos
stammen. Det var tydelig hvor
inhiberingen startet, men det
kommer ikke frem pa bilder. Det var
middels vekst.

ESBL_M40_b 6

P. oleovorans

Middels vekst, ingen ekstreme
resultater.

ESBL_M40_c >1024
P. oleovorans
Skalen var fullstendig dekket av vekst.

Tabell 33-35 viser fa ekstreme resultater. Det er ikke mulig a fastsla noe sikkert der clinical
breakpoint og ECOFF ikke er gitt, men det er tydelig at to av prgvene skiller seg ut, nemlig
ESBL_M36_a og ESBL_M40 _c. Disse to dekket nesten hele skalen med vekst rundt
cefotaksim-stripsen, og viste stgrre grad av resistens enn de andre prgvene testet med cefepim,
selv om de ikke var klinisk resistente. Begge pravene dekket skalene fullstendig med vekst
rundt streptomycin-stripsene, som er et ekstremt resultat selv om EUCAST ikke har oppgitt

informasjon om hva som tilsier klinisk resistens og avvik fra villtypen her.

3.8 Ekstrahert DNA fra S-bakterier

Alle 12 utvalgte praver med S-bakterier fikk ekstrahert DNA med GenElute, og DNA-
konsentrasjon ble malt med NanoDrop. Prgvene som ble sendt til sekvensering ble ogsa malt
med Qubit. Ekstrahert DNA er plassert i fryseren, sa det kunne vert mulig a male resten av
prgvene med Qubit for en komplett liste, men det er ikke mulig a fa tilgang til prgvene pa
grunn av Coronaviruspandemien. Det oppstod ogsa en feil med NanoDrop-malingen av
ESBL_M39_a, denne er derfor blank. Denne praven ble ikke brukt videre og ble derfor ikke
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malt eller ekstrahert pa nytt, og det ble etter hvert heller ikke mulig da laben ble stengt.

Konsentrasjonene som ble malt er oppgitt i tabell 36.

Tabell 36 viser DNA-konsentrasjonen til DNA fra S-bakterier, ekstrahert med GenElute, mdlt med NanoDrop og Qubit.
Madlinger som ikke ble utfgrt er markert med en strek. [C]= konsentrasjon ved NanoDrop, 260/230 og 260/280 = renhet.

ESBL_M34_a, P. oleovorans [C]: 844,0 260/280: 1,92 260/230: 2,20

[C: 923,1 260/280: 1,94 260/230: 2,18
[Cl:954,6 260/280:1,92 260/230:2,16 -
[C]: 694,9 260/280: 1,90 260/230: 2,16 376
[C]: 719,2 260/280:1,91 260/230:2,16 -
[Cl: 742,5 260/280:1,95 260/230:2,19 840

[C]: 808,8 260/280: 1,93 260/230: 2,17

[Cl: 761,5 260/280:1,91 260/230: 2,15 -
[C]:959,9 260/280: 1,91 260/230:2,05 414
[C]: 1206,8 260/280: 1,92 260/230:2,14 620

ESBL_MA40_c, P. oleovorans [C]: 826,4 260/280: 1,89 260/230: 2,07 580

ESBL_M39_a, P. oleovorans

3.9 PCR-resultater for S-bakterier
ESBL-multipleks PCR:

Alle S-bakterier i denne oppgaven hadde bekreftet vekst pa ESBL-skaler og ble derfor sjekket
med ESBL-multipleks PCR med primerene ESBL1-4. Det var ikke lenger tilgang pa en
positiv kontroll og her ble det, som med CAR, vurdert som ungdvendig med negativ kontroll.
Etter & ha kjort gelelektroforese pa PCR-produktene viste det seg at det ikke var noen positive
resultater. Gel-bildet er inkludert i vedlegg 2.

3.10 Sekvenserte S-bakterier

Etter helgenomsekvensering med MiSeq, og behandling av dataene i Galaxy, ble det gjort
mange funn av bade resistensgener og virulensgener hos S-bakteriene. Disse funnene er vist i
tabell 37:
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Tabell 37 viser alle virulensgener og resistensgener funnet ved MiSeq-sekvensering, fra CARD, NCBI og VFDB, + en ekstra
sjekk av ID med rMLST. Bakterie-arten oppgitt var den med best score (%).

Preve Resistensgener Virulensgener Beste ID fra
(16S-1D) sekvensert
DNA (rMLST)

ESBL_M36_a aac(6')-1b7, aph(3")-1b alg8, algA, algB, algC, algD, algE, algF, algG, algl, algl, algP/algR3, algR, P. oleovorans
P.oleovorans (strA), aph(6)-Id (strB), algU, algW, algZ, chpA, chpB, clpV1, dotU1, fhal, fimV, fleN, fleQ, fleR, (32%)

cpxR, emrE, mexA, fleS, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flhA, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG,

mexB, mexD, mexE, flil, flil, flim, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, hcpl, hsiB1/vipA, hsiC1/vipB, hsiFl,

mexF, mexJ, mexK, hsiG1, hsiJ1, icmF1/tssM1, motA, motB, motC, motD, motY, mucD, mucP,

muxB, opmH, oprM, pilB, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU, ppkA, tagR, tsr, vgrG1a,

oprN, pmpM, waaA, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD, xcpQ, xcpR, xcpS, xcpT, xcpV

«Bifidobacterium

adolescentis rpoB

mutants conferring

resistance to

rifampicin»
ESBL_M36_c cpxR, emrE, mexA, algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleR, fleS, flgB, P. oleovorans
P.oleovorans mexB, mexE, mexF, flgC, flgD, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, fIhA, fIhF, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG, (85%)

mexJ, mexK, muxB, flil, flik, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD, mtrD, mucD,

opmH, oprM, oprN, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU, pscP, waadA,

0gxB10, pmpM, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

«Bifidobacterium

adolescentis rpoB

mutants conferring

resistance to

rifampicin»
ESBL_M40_a cpxR, emrE, mexA, algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleR, fleS, flgB, P. oleovorans
P.oleovorans mexB, mexE, mexF, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, flhA, fIhF, fliA, fliC, fliE, fliF, (84%)

mexK, muxB, opmH, fliG, flil, flik, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD, mtrD,

oprM, oprN, ogxB10, mucD, mucP, pilA, pilB, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU,

pmpM, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

«Bifidobacterium

adolescentis rpoB

mutants conferring

resistance to

rifampicin»
ESBL_M40_b CcpxR, emrE, mexA, algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleR, fleS, flgB, P. oleovorans
P.oleovorans mexB, mexE, mexF, flgC, flgD, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, flhA, fIhF, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG, (85%)

mexJ, mexK, muxB, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD, mtrD, mucD,

opmB, opmH, oprM, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU, pscP, tsr,

oprN, ogxB10, pmpM, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

«Bifidobacterium

adolescentis rpoB

mutants conferring

resistance to

rifampicin»
ESBL_M40_c aac(6')-1b7, aph(3")-1b, alg8, algA, algB, algC, algD, algE, algF, algG, algl, algl, algP/algR3, algR, P. oleovorans
P.oleovorans (strA), aph(6)-Id (strB), algU, algW, algZ, chpA, chpB, clpV1, dotU1, fhal, fimV, fleN, fleQ, fleR, (32%)

cpxR, emrE, mexA, flesS, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flhA, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG,

mexB, mexD, mexE, flil, flil, flim, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, hcpl, hsiB1/vipA, hsiC1/vipB, hsiF1,

mexF, mexJ, mexK, hsiG1, hsiJ1, icmF1/tssM1, motA, motB, motC, motD, motY, mucD, mucP,

muxB, opmH, oprM, pilB, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU, ppkA, pvdH, tagR, tsr,

pmpM, vgrGla, waaA, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD, xcpQ, xcpR, xcpS, xcpT,

«Bifidobacterium xcpV

adolescentis rpoB

mutants conferring

resistance to

rifampicin»

Alle genene i tabell 37 ble funnet med contigs produsert med Shovill pa MiSeg-data. Mange
resistensgener og virulensgener ble funnet hos alle de undersgkte bakteriene, og identitet ble
undersgkt. Som vist var enkelte prgver ikke 100% bestemt en P. oleovorans, men ingen andre

potensielle treff var hayere enn 32%, og alle andre alternativer var fortsatt en type
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Pseudomonas. Alle rMLST-resultatene er inkludert i vedlegg 3. For forklaring av genene i
tabell 37, se seksjon 4.2 i diskusjon. I tillegg til & benytte NCBI, CARD og VFDB, ble Prokka
benyttet for a finne ytterligere gener av interesse hos S-bakteriene. Mulige gener funnet med
Prokka vises i tabell 38:

Tabell 38 viser et utvalg av gener hos S-bakterier, funnet med Prokka. Gener med identisk eller nzer identisk beskrivelse er

gruppert sammen.
Prove Beskrivelse hentet fra Prokka
ESBL_M36_a  Multidrug efflux pump subunit
ESBL_M36_a Beta-lactamase
ESBL_M36_a  ABC transporter
ESBL_M36_a  MFS family major facilitator transporter
ESBL_M36_a  Efflux pump membrane transporter/ periplasmic linker
ESBL_M36_a Conserved virulence factor B
ESBL_M36_a  Multidrug resistance protein: RND family
ESBL_M36_a  Multidrug resistance protein: MATE family
ESBL_M36_a Virulence transcriptional regulatory protein
ESBL_M36_c  ABC transporter
ESBL_M36_c = MFS family major facilitator transporter
ESBL_M36_c = Efflux pump membrane transporter/ periplasmic linker
ESBL_M36_c  Conserved virulence factor B
ESBL_M36_c  Colistin resistance protein
ESBL_M36_c = Multidrug resistance protein: RND family
ESBL_M36_c = Multidrug resistance protein: MATE family
ESBL_M36_c  Virulence transcriptional regulatory protein
ESBL_MA40_a  Multidrug resistance protein: RND family
ESBL_M40_a Tetracycline resistance protein TetO
ESBL_M40_a  ABC transporter
ESBL_M40_b  Multidrug resistance protein: RND family
ESBL_M40_c  Multidrug efflux pump subunit
ESBL_MA40_c Beta-lactamase
ESBL_M40_c  ABC transporter
ESBL_M40_c  MFS family major facilitator transporter
ESBL_M40_c = Efflux pump periplasmic linker / membrane transporter
ESBL_M40_c  Conserved virulence factor B
ESBL_MA40_c  Multidrug resistance protein: RND family
ESBL_M40_c  Multidrug resistance protein: MATE family
ESBL_M40_c  Virulence transcriptional regulatory protein

Interessant gen-funn i Prokka

acrA, acrB

ampC

artl, InrL, uup, ydcV, yejB, yejE, yhdY, yojl, ytrE
Bcr, emrA, emrB, mdtH

bepD, bepE

cvfB

mdtA, mdtB, mdtC, mexA, mexB, oqxB32, ogxB7
mdtK

phoP

artl, artd, bmrA, Inrl, uup, ydcV, yejB, yejE, yhdY, ytrE
bcr

bepE, bepF

cvfB

emrB

mdtA, mdtB, mdtC, mdtE, mexA, mexB, ogxB7
mdtK

phoP

mdtB

tetO

ydcU, ydcV, yhdY

mdtA

acrA, acrB

ampC

art), Inrl, uup, yaaA, ydcV, yejB, yejE, yhdY, yojl, ytrE
bcr, emrA, emrB, mdtH

bepD, bepE, bepF

cvfB

mdtA, mdtB, mdtC, mexA, mexB, oqxB32, ogxB7
mdtK

phoP

Tabell 38 viser alle interessante gener fra S-bakterier funnet med Prokka, i all hovedsak

efflukspumper, slik som med F-bakterier. Det er her ogsa fokusert pa gener som kan gi

resistens mot antibiotika, samt gener som antyder virulens, men det var ogsa gener som gir

resistens mot for eksempel metaller som ikke benyttes som medisin. Se vedlegg 4 for

fullstendig liste over mulig relevante Prokka-funn.
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3.11 Resultater for melkeprgver

Melkepraver ble inokulert pa blodskaler, CRE-skaler, MRSA-skaler og ESBL-skaler,
blodskalene ble inkubert anaerobt og aerobt, og antibiotikaskalene aerobt, alt ved 37°C. Alle
40 prgver, JF461-JF500, vokste anaerobt og/eller aerobt pa blodskal, men det var ingen vekst
pa noen av CRE-, ESBL-, eller MRSA-skalene. Alberto Bombelli utfarte to ekstra slike
runder med masterstudent Stina Cathrin Nautnes, men det var ingen positive resultater pa de
neste rundene. Nautnes bekreftet disse resultatene, totalt ble 120 spenepraver testet, uten noen

positive resultater pa noen antibiotikaskaler.

3.12 Oppsummering av alle sekvenserte prgver

Etter & ha testet 81 F-praver fra glyserolstocks, 12 S-pragver fra ESBL, og 40 melkepraver
(alternativt 120, dersom Nautnes sine resultater ogsa inkluderes) pa tre forskjellige
antibiotikaskaler, satt det igjen 14 positive (resistente pa antibiotikaskal) prgver som ble
sekvensert. Alle tester utfgrt pa disse og alle resultater er oppsummert i tabell 39 og 40.

Tabellene viser kun F-bakterier og S-bakterier, da ingen melkeprever var positive.
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Tabell 39 viser hvordan alle resistente F-bakterier har blitt behandlet, samt resultatene fra alle undersgkelsene som ble utfgrt pa disse pravene. [C]= NanoDrop-
konsentrasjon, 260/280 og 260/230 = renhet.

Preve Vekst MIC x2 NanoDrop Multipleks Ekstrahert Gener funnet ved helgenomsekvensering og Gener funnet med
(ng/ul) (ng/ul) PCR N CARD, NCBI og VFDB Prokka
-Qubit sekvensert
(ng/ul)
4(1): MRSA (2x) CIP: 1,25 [C]: 128,7 gPCR, MRSA- GenElute Resistensgener: arlR, mgrA, norA mdtL, tcaA, tetR
B192-2 Blod (B) 260/280:1,88 multipleks: G+ med Virulensgener: clpP, lip
S. haemolyticus 260/230: 2,20 Negativ Lysostaphin
-Q: 76,1 qPCR, N2
ESBL1-4- MinlON
multipleks: MiSeq
Negativ
5(1): MRSA CIP: 0,19 [C]: 138,5 gPCR, MRSA- GenElute For lite MiSeqg-data, ikke mulig a sekvensere pa -
BO154-1 (2x) 260/280::1,78 multipleks: G+ med nytt pa grunn av Coronavirus.
S. haemolyticus Blod (B) 260/230:1,46 Negativ Lysostaphin
-Q:31,5 gPCR, N
ESBL1-4- MiSeq
multipleks:
Negativ
6(1): MRSA CIP: 0,19 [C]: 105,7 gPCR, MRSA- GenElute Ingen treff bacA, bcr, narK, proP,
BO168-1 (2x) 260/280::1,75 multipleks: G+ med tcaB, norA, ccmA, psts,
S. haemolyticus Blod (B) 260/230:1,51 Negativ Lysostaphin phnC, phnD, potA,
-Q:59,5 gPCR, N vraD, vraE, cvfB, emrA,
ESBL1-4- MinlON mdtG, fmtC,mepA,
multipleks: MiSeq mepB, secf, sepA,tcaA,
Negativ tcaR, telA, tetR,
13(1): MRSA CIP: 0,125 [C]: 96,1 gPCR, MRSA- GenElute Resistensgener: arlR, mgrA, norA fmtC, proP
BO33-1 (2x) 260/280::1,79 multipleks: G+ med Virulensgener: clpP, lip, sdrD
S. haemolyticus Blod (B) 260/230:1,60 Negativ Lysostaphin
-Q: 14,2 gPCR, A
ESBL1-4- Miseq
multipleks:
Negativ
15(1): MRSA CIP: 0,25 [C]: 104,0 gPCR, MRSA- GenElute Resistensgener: arlR, arlS, dha-1, fosB, fosB-Saur, bacA, ber, narK, proP,
B172-1 (2x) TE: 0,09 260/280::1,82 multipleks: G+ med LmrS, mepA, mepR, mgrA, norA, tet38 sbnD, tcaB, norA, ccmA,
S. aureus Blod (B) 30:1,76 Negativ Lysostaphin Virulensgener: adsA, aur, cap8A, cap8B, cap8C, fepD, isdD, isdE, phnC,
-Q: 269 gPCR, N cap8D, cap8E, cap8F, cap8G, cap8H, cap8l, phnD, potA, pstS, vraD,
ESBL1-4- MinlON cap8J, cap8K, cap8L, cap8M, cap8N, cap80, vrak, znuG, cvfB, emrA,
multipleks: MiSeq cap8P, clfA, clfB, clpP, coa, ebp, esaA, esaB, esaC, | esaC, esxB, fmtC, fosB,
Negativ essA, essB, essC, esxA, esxB, fnbA, fnbB, geh, hib, glcU, rarD, rbsU,mepA,
hld* higA, higB, higC, hly/hla, hysA, icaA, icaB, mepB
icaC, icaD, icaR, isdA, isdB, isdC, isdD, isdE, isdF, secF, sepA, tcaA, tcaR,
isdG, lip, lukF-PV, map, sbi, sdrC, sdrD, spa, srtB, tetR,
SspA, sspB, sspC, vWbp
4(2): MRSA CIP: 0,125 [C]: 59,7 gPCR, MRSA- GenElute Resistensgener: arlR, dfrC, fosB-251804940, bacA, bcer, narK, norA,
BO16-1 (2x) 260/280: 1,68 multipleks: G+ med mgrA, norA tcaB, ccmA, phnC,
S. epidermidis Blod (y) 260/230:1,38 Negativ Lysostaphin Virulensgener: clfA, clfB, hld, lip, sdrC phnD, potA, pstS, trkG,
-Q: 177 N vraD, vrak, znuC, cvfB,
MinION emrA, fmtC, glcU, rarD,
MiSeq rbsU, secF,
10(4): CRE IPM: 0,38 [C]: 129,0 PCR, CAR1-2- GenElute Resistensgener: dfrE, efrA, efrB, emeA, IsaA, adcC, artM, ecsA, ecsB,
B0O37-1 (2x) MP: 1,25 260/280: 1,86 multipleks: G+ tetM g/nQ, mdxG, metN1-2,
E. faecalis Blod (y) 260/230: 2,7 Negativ N Virulensgener: ace, bopD, bsh, clpP, cpsA, cpsB, msmK,oppD, oppF,
- Q110 MiSeq ebpA, ebpB, ebpC, ef0818, efaA, esp, fsrA, fsrB, puCD, pstA, pstB1-2,
fsrC, fss1, fss2, gelE, prgB/asc10, sprE, srtC pstC, yadG, yadH, yclP,
ykpA, ytcP, yteP, cvfB,
mdtL, mepA, tet(M)
11(4) CRE IPM: 0,27 [C]: 162,9 PCR, CAR1-2- GenElute Resistensgener: ant(6)-la, dfrE, efrA, efrB, emeA, natA
BO85-4 (2x) MP: 1,25 260/280::1,91 multipleks: G+ IsaA, tetM
E. faecalis Blod (y) 260/230:2,31 Negativ N2 Virulensgener: ace, bopD, bsh, clpP, cpsA, cpsB,
-Q: 88,7 MinION ebpA, ebpB, ebpC, ef0818, ef3023, efaA, esp,
MiSeq fsrA, fsrB, fsrC, fss1, fss2, gelE, sprE, srtC
16(4): CRE IPM: 0,5 [C]: 114,7 PCR, CAR1-2- GenElute Resistensgener: ant(6)-la, dfrE, efrA, efrB, emeA, yadG, yadH
B0O274-1 (2x) MP:1,5 260/280:1,83 multipleks: G+ IsaA, ant(9)-la (spw), tetM
E. faecalis Blod (y) TE: 24 260/230: 2,79 Negativ NA Virulensgener: ace, bopD, clpP, cpsA, cpsB, ebpA,
S:2>1024 -Q:112 MiSeq ebpB, ebpC, ef0818, ef3023, efaA, esp, fsrA, fsrB,
TM:0,079 fsrC, fss1, fss2, gelE, sprE, srtC
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Tabell 40 viser hvordan resistente S-bakterier har blitt behandlet, samt resultatene fra alle undersgkelsene som ble utfart pd disse prgvene. [C]= NanoDrop-
konsentrasjon, 260/280 og 260/230 = renhet.

Prgve

Vekst

ESBL_M36_a
P. oleovorans

¥

ESBL
(2x)
Blod (a)

ESBL_M36_c
P. oleovorans
N2

ESBL

(2x)

Blod (y)

ESBL_M40_a
P. oleovorans
N2

ESBL

(2x)

Blod (y)

ESBL_M40_b
P. oleovorans
N2

ESBL

(2x)

Blod (a)

ESBL_M40_c
P. oleovorans
N2

ESBL

(2x)

Blod (a)

MICx2
(ng/ul)

35
FEP;
0,50

15
FEP:
0,19

3,5
FEP:
0,38
S:

NanoDrop

(ng/ul)

Qubit

(ng/ul)

[C): 694,9
260/280: 1,90
260/230: 2,16
-Q:376

[C): 742,5
260/280::1,95
260/230:2,19
-Q: 840

[C]: 959,9
260/280:1,91
260/230: 2,05
-Q:414

[C]: 1206,8
260/280: 1,92
260/230: 2,14
-Q: 620

[C]: 826,4
260/280: 1,89
260/230 :2,07
-Q: 580

Multipleks
PCR

PCR,
ESBL 1-4-

multipleks:

Negativ

PCR,
ESBL 1-4-

multipleks:

Negativ

PCR,
ESBL 1-4-

multipleks:

Negativ

PCR,
ESBL 1-4-

multipleks:

Negativ

PCR,
ESBL 1-4-

multipleks:

Negativ

Ekstrahert
N2

sekvensert

GenElute
G-

N2

MiSeq

GenElute
G,

N2

MiSeq

GenElute
G,

N2

MiSeq

GenElute
G,

N2

MiSeq

GenElute
G_

2

MiSeq

Gener funnet ved helgenomsekvensering og CARD, NCBI og VFDB

Resistensgener: aac(6')-1b7, aph(3")-1b (strA), aph(6)-Id (strB), coxR, emrE,
mexA, mexB, mexD, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB, opmH, oprM, oprN,
pmpM, «Bifidobacterium adolescentis rpoB mutants conferring resistance
to rifampicin»

Virulensgener: alg8, algA, algB, algC, algD, algE, algF, algG, algl, algL,
algP/algR3, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, clpV1, dotU1, fhal, fimV,
fleN, fleQ, fleR, fles, figB, flaC, flgD, figk, figF, flaG, figH, flgl, fIhA, fliA, fliC,
fliE, fliF, fliG, flil, flil, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, hcpl, hsiB1/vipA,
hsiC1/vipB, hsiF1, hsiG1, hsil1, icmF1/tssM1, motA, motB, motC, motD,
motY, mucD, mucP, pilB, pilG, pilH, pill, pili, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU,
PPKA, tagR, tsr, vgrGla, waaA, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD, xcpQ, xcpR,
xcpS, xcpT, xcpV

Resistensgener: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB,
opmH, oprM, oprN, ogxB10, pmpM, «Bifidobacterium adolescentis rpoB
mutants conferring resistance to rifampicin»

Virulensgener: algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
fleR, fles, flgB, flaC, flab, flgF, flgG, figH, figl, flgk, flgN, fihA, fIhF, fliA, fliC,
fliE, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD,
mtrD, mucD, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU,
pscP, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

Resistensgener: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF, mexK, muxB,
opmH, oprM, oprN, ogxB10, pmpM, «Bifidobacterium adolescentis rpoB
mutants conferring resistance to rifampicin»

Virulensgener: algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
fleR, fles, flgB, figC, flgD, fgk, fgF, flaG, figH, figl, figk, figN, flhA, fIhF, fliA,
fIiC, fliE, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD,
mtrD, mucD, mucP, pilA, pilB, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU,
waaA, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

Resistensgener: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB,
opmB, opmH, oprM, oprN, ogxB10, pmpM, «Bifidobacterium adolescentis
rpoB mutants conferring resistance to rifampicin»

Virulensgener: algC, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
fleR, fles, flgB, flaC, flab, flgF, flgG, figH, figl, flgk, flgN, fIhA, fIhF, fliA, fliC,
fliE, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD,
mtrD, mucD, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU,
pscP, tsr, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD

Resistensgener: aac(6')-1b7, aph(3")-1b (strA), aph(6)-Id (strB), cpxR, emrE,
mexA, mexB, mexD, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB, opmH, oprM, pmpM,
«Bifidobacterium adolescentis rpoB mutants conferring resistance to
rifampicin»

Virulensgener: alg8, algA, algB, algC, algD, algE, algF, algG, algl, algL,
algP/algR3, algR, algU, algW, algz, chpA, chpB, clpV1, dotU1, fhal, fimV,
fleN, fle, fleR, fles, flgB, flgC, flab, flgE, figF, figG, flgH, figl, flhA, fliA, fIiC,
liE, FIiF, fliG, flil, flil, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, hcpl, hsiB1/vipA,
hsiC1/vipB, hsiF1, hsiG1, hsil1, icmF1/tssM1, motA, motB, motC, motD,
motY, mucD, mucP, pilB, pilG, pilH, pill, pill, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU,
ppkA, pvdH, tagR, tsr, vgrGla, waaA, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD, xcpQ,
XCPR, xcpS, xcpT, xcpV

Gener funnet med
Prokka

acrA, acrB, ampC,
artl, uup, ydcV,
vejB, yejE, yhdy,
yojl,
ytrE,bcr,,bepD,
bepE,, cvfB,emrA,
emrB, Inrl, mdtA,
mdtB, mdtC,
mdtH, mdtK,
mexA, mexB, nepl,
0qgxB32,
0qxB7,phoP, yaaA

artl, art), bmrA,
uup, ydcV, yejB,
yejE, yhdy,
ytrE,bcr

bepE, bepF, cvfB,
emrB, Inrl,mdtA,
mdtB, mdtC,
mdtE, mdtk,
mexA, mexB,
0gxB7,phoP, yaaA
mdtB, tetO, ydcU,
ydcV, yhdY

mdtA

acrA, acrB, ampC,
art), uup, yaaA,
ydcV, yejB, yejE,
yhdY, yoji, ytrE,
bcr, bepD, bepE,
bepF, cvfB, emrA,
emrB, InrL, mdtA,
mdtB, mdtC,
mdtH, mdtkK,
mexA,
mexB,o0qxB32,
0gxB7, phoP
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4. Diskusjon

Selv om de fleste stammene i denne oppgaven ikke kunne vokse pa antibiotikaskaler, var det

noen som klarte det, og enkelte av disse hadde ogsa andre svert interessante resultater. De

viktigste og sterste resultatene kommer av sekvenseringen, hvor det ble funnet en mengde

gener. En lang oppramsing av gener vil ikke ngdvendigvis umiddelbart gi sa mye informasjon

om hva det betyr for bakteriene, sa nedenfor faglger en forklaring av alle genene som har blitt

identifisert og inkludert i denne oppgaven, far pravene kan diskuteres helhetlig.

4.1 Forklaring av resistensgener

Alle bakteriene som ble sekvensert hadde flere forskjellige resistensgener. Basert pa kun

tilstedeveerelsen av et gen, er det ikke mulig & si noe om hvor resistent en bakterie er, men

man kan se hva den potensielt er resistent mot. | tabell 41 er alle resistensgenene som ble

funnet med CARD og/eller NCBI oppgitt og forklart, i alfabetisk rekkefglge:

Tabell 41 forteller hvilke resistensgener som ble funnet hos hvilke bakteriearter, og hva disse genene gir resistens mot, samt
hvilken resistensmekanisme det er. Informasjonen blir oppgitt nGr man benytter ABRIcate (Seemann, 2016). Ytterligere
informasjon er funnet ved G sgke opp genet direkte pa nettsidene til CARD. All informasjon utenom dette er oppgitt med kilde.

Gen (Funnet i bakterie)

Info om genprodukt gitt av CARD og/eller NCBI

Info om resistens fra genene, gitt av CARD og/eller NCBI

aac(6')-1b7
(P. oleovorans)

AAC(6')-1b7: aminoglycosid acetyltransferase hos Enterobacter
cloacae og Citrobacter freundii, kodet fra plasmider.
Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika

aminoglycosid

ant(6)-la
(E. faecalis)

ANT(6)-la: aminoglycosid nukleotidyltransferase kodet fra
plasmider og kromosomer hos S. epidermidis, Enterococcus
faecium, Streptococcus suis, S. aureus, E. faecalis og Streptococcus
mitis. Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika

aminoglycosid (streptomycin)

ant(9)-la/spw
(E. faecalis)

ANT(9)-la, ogsa kjent som Spw: aminoglycosid
nukleotidyltransferase, kodet fra plasmider og transposoner hos S.
aureus, Enterococcus spp., Staphylococcus sciuri og E. faecalis
Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika

aminoglycosid

aph(3")-1b
(/strA/orfH)

(P. oleovorans)

APH(3")-Ib: aminoglycosid phosphotransferase kodet av plasmider,

transposoner, integrative konjugative elementer og kromosomer
hos Enterobacteriaceae og Pseudomonas spp.
Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika

aminoglycosid (streptomycin)

aph(6)-Id
(/strB/orfl)

(P. oleovorans)

APH(6)-1d: aminoglycosid phosphotransferase kodet av plasmider,
intergrative konjugative elementer og kromosomale genomiske
gyer hos Klebsiella. pneumoniae, Salmonella spp. E. coli, Shigella
flexneri, Providencia alcalifaciens, Pseudomonas spp, Vibrio
cholerae, Edwardsiella tarda, Pasteurella multocida og Aeromonas
bestiarum.

Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika

aminoglycosid (streptomycin)

arlR

(S. haemolyticus)
(S. aureus)

(S. epidermidis)

ArlR er en responsregulator som binder til norA-promotoren for a
aktivere uttrykk av genet. ArIR ma fgrst fosforyleres av ArlS.
Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS

fosfomycin rifamycin

phenicol nucleoside
glycyleyclin penam
fluoroquinolon macrolid
cefalosporin antibakterielle frie fettsyrer
tetracyclin bicyclomycin
akridinfargestoff diaminopyrimidin
oxazolidinon benzalkoniumklorid
rhodamin lincosamid

peptide isoniazid
nitroimidazol
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Gen (Funnet i bakterie)

Info om genprodukt gitt av CARD og/eller NCBI

Info om resistens fra genene, gitt av CARD og/eller NCBI

arlS ArlS er en histidinkinase som fosforylerer ArlR. antibakterielle frie fettsyrer rhodamin

(S. aureus) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS bicyclomycin peptide
diaminopyrimidin fosfomycin
benzalkoniumklorid phenicol
isoniazid glycyleyclin
lincosamid fluoroquinolon
Nitroimidazol cefalosporin
rifamycin tetracyclin
nucleoside oxazolidinon
penam akridinfargestoff
macrolid

Pseudomonas_aeruginos | CpxR er direkte involvert i aktiveringen av uttrykkelsen av RND sulfonamid aminoglycosid

a_CpxR
(P. oleovorans)

efflukspumpen MexAB-OprM i P. aeruginosa. CpcR er ngdvendig
for a forsterke uttrykkelsen av MexAB-OprM og resistens i fravaer
av repressoren MexR.

Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND

antibakterielle frie fettsyrer
diaminopyrimidin

cefalosporin
fluoroquinolon

penem akridinfargestoff
macrolid tetracyclin
penam triclosan
cefamycin glycyleyclin
peptide monobactam
aminocoumarin phenicol
carbapenem

dfrC
(S. epidermidis)

dfrC: dihydrofolat-reduktase kodet fra kromosomet, funnet i S.
aureus (trimetoprim-resistent dihydrofolate-reduktase DfrC)
Resistensmekanisme: Bytte ut angrepspunkt.

diaminopyrimidin (trimetoprim)

dfrE
(E. faecalis)

dfrE: dihydrofolat-reduktase kodet fra kromosomet, funnet i
E. faecalis. (trimetoprim-resistent dihydrofolate-reduktase DfrE)
Resistensmekanisme: Bytte ut angrepspunkt.

diaminopyrimidin (trimetoprim)

dha-1 DHA-1 er ifglge CARD en klasse C beta-laktamase funnet i cefamycin og cefalosporin ifglge CARD, men kloramfenikol ifglge
(S. aureus) Morganella morganii og Salmonella enterica, som inaktiverer NCBI (NCBI, 2017).
antibiotika, men dette er trolig en feil i CARD. Genet koder for en
MFS transporter som gir resistens mot kloramfenikol, og ikke en
betalaktamase (NCBI, 2017).
efrA efrA er en del av EfrAB effluks-pumpen og bade efrA og efrB er peptide akridinfargestoff
(E. faecalis) ngdvendig for resistens. penam tetracyclin
Resistensmekanisme: Efflukspumpe, ABC fluoroquinolon nitroimidazol
macrolid pleuromutilin
cefalosporin rifamycin
efrB efrB er en del av EfrAB effluks-pumpen og bade efrA og efrB er akridinfargestoff cefalosporin
(E. faecalis) ngdvendig for resistens. tetracyclin nitroimidazol
Resistensmekanisme: Efflukspumpe, ABC fluoroquinolon pleuromutilin
penam rifamycin
macrolid peptide

emeA Genet koder for en multi(drug)-efflukspumpe hos E. faecalis. fluoroquinolon
(E. faecalis) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MATE akridinfargestoff
tetracyclin
glycyleyclin
Pseudomonas_aeruginos | EmrE er en liten multi(drug)-transporter som fungerer som en phenicol
a_emrE homodimer, som kobler effluksen hos sma polyaromatiske aminoglycosid
(P. oleovorans) kationer fra cellen med import av protoner ned en elektrokjemisk macrolid
gradient. tetracyclin

Resistensmekanisme: Efflukspumpe, SMR

aminocoumarin

fosB Bacillus subtilis fosB-genet koder for et fosfomycin-resistens- fosfomycin
(S. aureus) protein

Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika
fosB- FosB bruker bacillithiol eller L-cysteine for a dpne epoksid-ringen i fosfomycin
251804940 fosfomycin.
(S. epidermidis) Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika
fosB-Saur FosB1/FosB3, Fosfomycin-resistens-bacillithiol-transferase. fosfomycin
(S. aureus) Resistensmekanisme: Inaktivering av antibiotika
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IsaA ) Lsa er en den av et efflukssystem hos E. faecalis. lincosamid )

(E. faecalis) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, ABC streptogramin
phenicol
pleuromutilin
tetracyclin
oxazolidinon
macrolid

ImrS LmrS (“lincomycin resistance protein of Staphylococcus aureus”) er | nucleoside glycyleyclin

(S. aureus) en multi(drug)-efflukspumpe. rifamycin phenicol

Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS nitroimidazol fosfomycin

macrolid akridinfargestoff
penam oxazolidinon
diaminopyrimidin tetracyclin
bicyclomycin cefalosporin
antibakterielle frie fettsyrer fluoroquinolon
isoniazid aminoglycosid
lincosamid peptide
benzalkoniumklorid rhodamin

mepA MepA er et effluks-protein som reguleres av MepR. Hos S. aureus glycyleyclin

(S. aureus) har proteinet gjort bakterien multiresistent. akridinfargestoff

Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MATE tetracyclin

fluoroquinolon

mepR MepR er en oppstrgms repressor av MepA. glycyleyclin

(S. aureus) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MATE akridinfargestoff
tetracyclin
fluoroquinolon

mexA En del av et effluks-kompleks. macrolid akridinfargestoff

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND penam peptide
antibakterielle frie fettsyrer aminocoumarin
penem glycyleyclin
diaminopyrimidin triclosan
sulfonamid tetracyclin
monobactam carbapenem
phenicol aminoglycosid
cefalosporin cefamycin
fluoroquinolon

mexB En del av et effluks-kompleks. triclosan penem

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND tetracyclin diaminopyrimidin
glycyleyclin cephalosporin
cefamycin fluoroquinolon
carbapenem akridinfargestoff
aminoglycosid monobactam
macrolid phenicol
penam peptide
sulfonamid aminocoumarin
antibakterielle frie fettsyrer

mexD En del av et effluks-kompleks. penam triclosan

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND macrolid tetracyclin

diaminopyrimidin
antibakterielle frie fettsyrer
phenicol

glycyleyclin

monobactam
akridinfargestoff

fluoroquinolon
cefalosporin
aminoglycosid
carbapenem
aminocoumarin

mexE
(P. oleovorans)

En del av et effluks-kompleks.
Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND

aminocoumarin
carbapenem
diaminopyrimidin
aminoglycosid
antibakterielle frie fettsyrer
triclosan

tetracyclin

akridinfargestoff
macrolid
fluoroquinolon
penam
monobactam
glycylcycline
phenicol
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mexF En del av et effluks-kompleks. penam glycyleyclin

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND fluoroquinolon monobactam
macrolid aminocoumarin
akridinfargestoff antibakterielle frie fettsyrer
tetracyclin aminoglycosid
triclosan diaminopyrimidin
phenicol carbapenem

mexJ En del av et effluks-kompleks. aminocoumarin tetracyclin

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND diaminopyrimidin macrolid
carbapenem fluoroquinolon
aminoglycosid penam
antibakterielle frie fettsyrer glycyleyclin
akridinfargestoff monobactam
triclosan phenicol

mexK En del av et effluks-kompleks. aminocoumarin macrolid

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND antibakterielle frie fettsyrer akridinfargestoff
aminoglycosid triclosan
diaminopyrimidin tetracyclin
carbapenem phenicol
penam glycyleyclin
fluoroquinolon monobactam

mgrA MgrA, ogsa kjent som NorR, er en regulator for norA (positiv antibakterielle frie fettsyrer penam

(S. haemolyticus) regulator), norB (direkte repressor) og tet38 (indirekte repressor). bicyclomycin rhodamin

(S. aureus) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS diaminopyrimidin peptide

(S. epidermidis) isoniazid fosfomycin
lincosamid glycyleyclin
benzalkoniumklorid phenicol
rifamycin cefalosporin
pleuromutilin fluoroquinolone
Nitroimidazol tetracyclin
nucleoside akridinfargestoff
macrolid oxazolidinon

muxB MuxB er en del av et effluks-kompleks. antibakterielle frie fettsyrer phenicol

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND carbapenem macrolid
diaminopyrimidin fluoroquinolon
aminoglycosid penam
aminocoumarin tetracyclin
monobactam triclosan
glycyleyclin akridinfargestoff

norA NorA er en muliti(drug)-pumpe hos S. aureus som gir resistens mot | macrolid akridinfargestoff

(S. haemolyticus) fluoroquinoloner og andre strukturelt urelaterte stoffer. penam oxazolidinon

(S. aureus) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS nucleoside tetracyclin

(S. epidermidis) rifamycin cefalosporin
Nitroimidazol fluoroquinolon
isoniazid glycyleyclin
lincosamid phenicol
benzalkoniumklorid Fosfomycin
diaminopyrimidin peptide
bicyclomycin rhodamin
antibakterielle frie fettsyrer

opmB OpmB er en del av et effluks-kompleks. akridinfargestoff glycyleyclin

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND triclosan monobactam
tetracyclin aminocoumarin
fluoroquinolon aminoglycosid
penam diaminopyrimidin
macrolid carbapenem
phenicol antibakterielle frie fettsyrer
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opmH OpmH er et effluks-protein i yttermembranen for triclosan- carbapenem phenicol
(P. oleovorans) spesifikk pumping. diaminopyrimidin tetracyclin
Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND aminoglycosid triclosan

antibakterielle frie fettsyrer akridinfargestoff
aminocoumarin macrolide
monobactam penam
glycyleyclin fluoroquinolon

oprM OprM er en del av et effluks-kompleks. phenicol penem

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND monobactam diaminopyrimidin
fluoroguinolon sulfonamid
cefalosporin glycyleyclin
akridinfargestoff triclosan
aminocoumarin tetracyclin
peptide aminoglycosid
penam carbapenem
macrolid cefamycin
antibakterielle frie fettsyrer

oprN OprN er en del av et effluks-kompleks. carbapenem phenicol

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND diaminopyrimidin tetracyclin
aminoglycosid triclosan
antibakterielle frie fettsyrer akridinfargestoff
aminocoumarin macrolid
monobactam fluoroquinolon
glycyleyclin penam

0gxB10 0gxB10 er en subenhet av en multi(drug)-efflukspumpe. phenicol

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, RND fluoroquinolon

pmpM PmpM er en multi(drug)-efflukspumpe. aminoglycosid

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MATE glycyleyclin
fluoroquinolon
benzalkoniumklorid
tetracyclin
akridinfargestoff

«Bifidobacterium Bifidobacterium er antibiotikaresistent probiotika som rifamycin

adolescentis rpoB administreres for @ opprettholde en nyttig bakteriepopulasjon i

mutants conferring tarmen. Horisontal genoverfgring kan derimot gi resistens til

resistance to rifampicin» patogener. Mutert rpoB-gen gir resistens mot rifamycin.

(P. oleovorans) Resistensmekanisme: Modifisert angrepspunkt

tet38 Tet38 er en tetracyclin-effluks-pumpe funnet hos S. aureus. benzalkoniumklorid peptide

(S. aureus) Resistensmekanisme: Efflukspumpe, MFS isoniazid rhodamin
lincosamid tetracyclin
diaminopyrimidin oxazolidinon
antibakterielle frie fettsyrer akridinfargestoff
bicyclomycin fluoroquinolon
penam cefalosporin
macrolid phenicol
nucleoside glycyleyclin
nitroimidazol fosfomycin
rifamycin

tetM TetM er er et «Ribosomal protection protein» (RPP), som beskytter | tetracyclin

(E. faecalis)

mot tetracyclin.
Resistensmekanisme: Beskytte angrepspunktet

Stoffene oppgitt i tabell 41 er alle gitt av CARD og/eller NCBI, og ved a sgke opp de

forskjellige stoffene i nettsidene til CARD, kan man ogsa finne informasjon om de

forskjellige stoffene. All informasjon om stoffene nedenfor er gitt av CARD, med mindre

annet er oppgitt.
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Akridinfargestoff:
Akridinfargestoff er celle-permeable basiske molekyler som settes inn i DNA, og dermed kan

forstyrre DNA-replikasjonen.

Aminocoumarin:
Aminocoumarin-antibiotika binder DNA-gyrase subenhet B for & forhindre ATP-avhengig

DNA-superkveiling.

Aminoglycosid (streptomycin):

Aminoglycosider er en gruppe med antibiotika som er mest effektiv mot Gram-negative
bakterier. Aminoglycosider fungerer ved a binde til 30S (noen 50S) og inhibere
translokasjonen av peptidyl-tRNA fra A-setet til P-setet samt forarsake feillesning av mRNA,
som gjar at bakterien ikke kan syntetisere proteiner som er kritiske for vekst. Streptomycin er

et aminoglycosid.

Antibakterielle frie fettsyrer:

Frie fettsyrer har mange forskjellige biologiske aktiviteter, blant annet evnen til & drepe eller
hemme vekst hos bakterier. Hovedangrepspunktet for disse fettsyrene er cellemembranen,
hvor de forstyrrer elektrontransportkjeden og oksidativ fosforylering. De kan ogsa ha andre

effekter, som & hemme nzaringsopptak eller direkte lysere bakterieceller.

Benzalkoniumklorid:

Benzalkoniumklorid er et kationisk overflateaktivt middel, et organisk salt kjent som en
kvarteer ammoniumforbindelse. Kvarteere ammoniumforbindelser er hovedsakelig effektive
mot Gram-positive bakterier, og benyttes til desinfeksjon og rensing av sar (Norsk
legemiddelhandbok, 2016).

Bicyclomycin:

Dette stoffet dreper bakterier ved a inhibere Rho-transkripsjons-termineringsfaktoren, som
forhindrer RNA-syntese.
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Carbapenem:
Carbapenemer er en type betalaktam-antibiotika med et bredt spekter av antibakteriell
aktivitet, med en struktur som gjgr dem sveert resistente mot betalaktamaser. Carbapenemer

dreper bakterier ved a inhibere syntesen av peptidoglykan.

Cefalosporin:
Cefalosporiner er en type betalaktam-antibiotika, som inneholder betalaktam-ringen,
kombinert med en dihydrothiazolidin-ring. Som carbapenemer hindrer de peptidoglykan-

syntese.

Cefamycin:
Cefamyciner er en gruppe med betalaktam-antibiotika, som ligner cefalosporiner, som ogsa
dreper bakterier ved a hindre peptidoglykan-syntese.

Diaminopyrimidin:
Diaminopyrimidiner er en klasse med organiske forbindelser som inhiberer dihydrofolat
reduktase, et enzym som er kritisk for DNA-syntese.

Diaminopyrimidin (trimetoprim):
Trimetoprim er en syntetisk 5-(3,4,5- trimethoxybenzyl) pyrimidin-inhibitor av dihydrofolat-
reduktase.

Fluoroquinolon:
Fluoroquinoloner er en familie med syntetisk bredspektret antibiotika. Disse stoffene pavirker
DNA-gyrase som forstyrrer DNA-replikasjon, skader DNA og forarsaker celledgd.

Fosfomycin:
Fosfomycin er bredspektret antibiotika som angriper celleveggen hos Gram-positive og

Gram-negative bakterier.
Glycylcyclin:

Glycylcycliner er en ny type med antibiotika avledet fra tetracyclin. Disse tetracyclin-

analogene er spesielt designet for & unnga resistensmekanismer utviklet mot tetracyclin.
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Forelgpig er det kun tigecyclin som er tatt i bruk klinisk, og dette virker ved & inhibere

aktiviteten hos 30S-subenheten i ribosomene, som forhindrer binding av aminoacyl-tRNA.

Isoniazid:

Isoniazid er en organisk forbindelse som brukes ved tuberkulose. Isoniazid hemmer
mykolsyresyntese, som forhindrer cellevegg-syntese hos mycobakterier. Resistens mot dette
stoffet kan ogsa utvikles ved triclosan-eksponering. Hvis tuberkelbakterien utsettes for sub-
letale doser av triclosan, kan den bli resistent mot isoniazid, selv uten at den blir resistent mot
triclosan (kryss-resistens) (Mattilsynet, 2013).

Kloramfenikol:
Kloramfenikol er et bakteriostatisk stoff, opprinnelig hentet fra Streptomyces venezuelae, men
produseres i dag syntetisk. Det fungerer ved & binde til 50S og inhibere peptidyl transferase-

aktiviteten i ribosomet.

Lincosamid:
Lincosamider er en klasse antibiotika som binder til 50S-subenheten til ribosomer. Denne
interaksjonen forhindrer elongering av peptidkjedene ved & hemme transpeptidase-reaksjonen,

noe som ligner funksjonen til macrolider.

Macrolid:
Macrolider er en gruppe legemidler (typisk antibiotika) med en stor makrosyklisk laktonring

som binder til 50S-subenheten til ribosomer og hindrer syntesen av viktige proteiner.

Monobactam:
Monobactamer er en klasse av betalaktam-antibiotika med et bredt spekter av antibakteriell
aktivitet, og med en struktur som gjar dem sveert resistente mot betalaktamaser.

Monobactamer dreper bakterier ved a forhindre peptidoglycan-syntese.
Nitroimidazol:

Nitroimidazol er en gruppe med legemidler som brukes mot protozoer og bakterier.

Nitroimidazol virker ved & oksidere DNA, dette forarsaker tradbrudd og celledgd.
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Nucleoside:

Nukleosid-antibiotika er laget av modifiserte nukleosider og nukleotider som gir en rekke
forskjellige antibakterielle effekter. Denne legemiddelklassen inkluderer aminonucleoside-
antibiotika, som inneholder en amino-gruppe. Nukleosid-antibiotika bestar typisk av naturlige
nukleosider kombinert med komplekse strukturer som aminosyrer eller fettsyrer, som gir
antibakterielle egenskaper. Nukleosid-antibiotika angriper hovedsakelig celleveggsyntesen
hos bakterier (Thomson & Lamont, 2019).

Oxazolidinon:
Oxazolidinoner er en klasse med syntetisk antibiotika som inhiberer proteinsyntesen ved a
binde til 50S subenheten til ribosomer. Linezolid er det eneste medlemmet av denne klassen

som benyttes klinisk i dag.

Penam:

Penamer, ofte bare omtalt som penicilliner, er en gruppe med antibiotika hentet fra
Penicillinum-sopp. Alle penicilliner er betalaktamer som virker ved a forhindre
celleveggsyntese, men mye resistens er utviklet mot dette, da penicillin var den farste typen

antibiotika som ble tatt i bruk.

Penem:

Penemer er en klasse av betalaktam-antibiotika med et bredt spekter av antibakteriell aktivitet,
med en struktur som gjer dem sveert resistente mot betalaktamaser. Alle penemer er syntetisk
fremstilt og forhindrer peptidoglykansyntese. Strukturelt ligner de carbapenemer, men har

svovel i stedet for karbon i molekylet.

Peptide:

Peptid-antibiotika har et bredt spekter av antibakterielle mekanismer, som varierer basert pa
aminosyrene som bygger opp stoffet, men generelt virker de ved a forstyrre cellemembranen.
Underklasser av peptid-antibiotika kan i tillegg ha kjeder med for eksempel lipider, som er
tilfelle hos lipopeptid-antibiotika.

Phenicol:
Phenicol er et bredspektret bakteriostatisk antibiotika som pavirker proteinsyntesen ved a
blokkere elongering av peptidkjeden.
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Pleuromutilin:
Pleuromutiliner er naturlige stoffer produsert av sopp, som forhindrer translasjon av RNA ved

& binde til P-setet i 50S-subenheten til ribosomet.

Rhodamin:
Rhodamin er et fargestoff som trenger gjennom cellemembranen hos de Gram-negative

bakteriene E. coli og P. aeruginosa.

Rifamycin:
Rifamycin-antibiotika er en gruppe bredspektrede ansamycin-antibiotika som inhiberer

bakteriens RNA-polymerease.

Streptogramin:
Streptogramin-antibiotika er naturlige produkter som produseres av forskjellige medlemmer
av Streptomyces-slekten. Dette stoffet binder til P-setet i 50S-subenheten til ribosomene og

inhiberer protein-syntese.

Sulfonamid:

Sulfonamid er bredspektret, syntetisk antibiotika som inneholder en sulfonamid-gruppe.
Sulfonamider inhiberer dihydropteroat-syntase, som katalyserer omdannelse av p-
aminobenzosyre til dihydropteroinsyre, som en del av tetrahydrofolsyre-biosynteseveien.
Tetrahydrofolsyre er essensielt for folat-syntese, som er en forlgper til mange nukleotider og
aminosyrer. Mange sulfamider tas sammen med trimetoprim, som inhiberer dihydrofolat-

reduktase og ogsa vil forstyrre tetrahydrofolsyre-biosynteseveien.

Tetracyclin:
Tetracyclin er et bredspektret polyketid-antibiotikum produsert av mange medlemmer av

Streptomyces-slekten. Stoffet inhiberer 30S-subenheten i ribosomet.

Triclosan:

Triclosan inhiberer syntese av fettsyrer ved & blokkere Fabl, et enoyl-bere-protein. Isoniazid
er en organisk forbindelse som brukes ved tuberkulose. Som nevnt kan noen bakterier bli
resistente mot isoniazid dersom den utsettes for sub-letale doser av triclosan. Triclosan er

godkjent som et konserveringsmiddel i kosmetikk, og kan tilsettes blant annet tannkrem og
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deodorant, som da kan gi resistensproblemer ikke bare mot triclosan, men ogsa andre typer

antibiotika gjennom kryssresistens (Mattilsynet, 2013).

Disse stoffene ble det funnet potensiell resistens mot i NCBI og CARD. Det ble ogsa utfart et
Prokka-sgk, som ogsa hovedsakelig fant efflukspumper som tidligere har blitt beskrevet
(ABC, MFS, MATE og RND, men tilsynelatende ingen SMR), men det ble ogsa funnet unike

resistens-gener som vises i tabell 42.

Tabell 42 viser unike resistensgener funnet med Prokka

Funnet hos preve Beskrivelse hentet fra Prokka | Gen +informasjon om genet
6(1), 15(1), 4(2) Bacitracin resistance protein, | bacA:
undecaprenyl! BacA resirkulerer undecaroenyl-poryfosfat i cellevegg-syntesen, som gir

resistens mot bacitracin.

Resistensmekanisme:

Endret angrepspunkt (CARD, 2020a).

ESBL_M36_a, Beta-lactamase AmpC:

ESBL_M40_c AmpC er en type betalaktamase som ofte isoleres fra utvidet-spektrum-
cefalosporin-resistente Gram-negative bakterier.

Resistensmekanisme:

Inaktivering av antibiotika (CARD, 2020b).

6(1) Multidrug resistance efflux SepA:

pump SepA SepA er en multi(drug)-effluks-pumpe som kan gi resistens mot antiseptiske
midler, akriflavin (som akridinfargestoff), og etidiumbromid, en
interkalerende agent. Pumpen ligner pa de fra SMR-familien, men mangler
tre konserverte motiver i proteinene til denne familien, sa det er foreslatt at
denne pumpen kan tilhgre en helt ny familie av multi(drug)-efflukspumper
(Truong-Bolduc et al., 2005).

Resistensmekanisme: Efflukspumpe

6(1), 13(1), 15(1), 4(2) Oxacillin resistance-related fmtcC:

FmtC protein Lysyl-fosfatidylglyserol (LPG) er et membran-lipid funnet hos mange Gram-
positive bakterie (Sohlenkamp et al., 2007)

Lysyl-fosfatidylglyserol-syntase FmtC, ogsa kjent som MprF, gir, i tillegg til hva
navnet tilsier, resistens mot daptomycin.

Resistensmekanisme: Endret angrepspunkt (Friedman et al., 2006).

4(1), 6(1), 15(1) Teicoplanin resistance tcaA, tcaR: disse genene er involvert i teicoplanin-sensitivitet. Inaktivering av
associated membrane tcaRAB-operonet medfgrer teicoplanin-resistens (UniProt, 2020).
Resistensmekanisme: Endret angrepspunkt.
ESBL_M40_a Tetracycline resistance tetO:
protein TetO TetO er et RPP, som beskytter ribosomene, og er assosiert med konjugative
plasmider.

Resistensmekanisme: Beskytte angrepspunkt (CARD, 2020e).

Tabell 42 viser mulig resistens mot tre nye typer antibiotika som ikke kom frem av CARD-

INCBI-sgket, nemlig bacitracin, daptomycin og teicoplanin som alle er peptid-/glycopeptid
antibiotika. Ellers er det ett nytt gen som kan gi resistens mot tetracyclin, nemlig tetO, som
det ogsa ble funnet mye resistens mot i CARD og NCBI. Ellers er det mange effluks-gener
som ikke er inkludert i tabell 43, da de alle tilhgrer pumpe-familier beskrevet tidligere. Mange

av disse pumpene er ogsa forbundet med tetracyclin-resistens. Blant annet ble det funnet et
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gen som koder for TetR, en repressor funnet hos 4(1), 6(1) og 15(1), som er involvert i
tetracyclin-resistens ved uttrykkelsen av genet tetA, som koder for en MFS-effluks-pumpe
(CARD, 2020d; Ramos et al., 2005).

4.2 Forklaring av virulensgener

Alle sekvenserte bakterier hadde mange forskjellige virulensgener. Det ble funnet mange flere
virulensgener enn resistensgener, men mange gener var forbundet med den samme
funksjonen, som for eksempel alg-genene, som alle samarbeider om alginat-produksjon. For
oversiktens skyld er mange av disse genene omtalt sammen, og alle virulensgenene har blitt
sortert pa hva slags virulens-effekt de gir. Flere gener kan gi flere virulens-effekter, men grovt

sett kan virulensgenene sorteres i falgende kategorier:

Flagell

Tabell 43 viser virulensgener forbundet med bakteriens flagell. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der informasjonen er
gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor). Funnet hos bakterie

tsr Burkholderia Genet koder for “methyl-accepting chemotaxis protein |”, som overfgrer P. oleovorans
pseudomallei reseptorsignaler fra bindeproteiner til flagellen (Chen et al., 2005;
Kondoh et al., 1979).

fleN P. aeruginosa Alle fle-genene, flg-genene, flh-genene, fli-genene og mot-genene er P. oleovorans
fleQ forbundet med bakteriens flagell (Chen et al., 2005; Kilmury & Burrows,
fleR 2018; Minamino et al., 2000; Okabe et al., 2002).

fleS
flgB-1
flgk
flgN
flhA
flhF
fliA

flic
fliE-G
flil-K
fliM-R
motA-D
motY

Pili

Tabell 44 viser virulensgener forbundet med bakteriens pili. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der informasjonen er gitt av
VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie

chpA-B P. aeruginosa Chp-genene er involvert i signaliseringsapparatet som styrer uttrykkelsen P. oleovorans
av mange virulensgener, som blant annet Type 4 pili (Chen et al., 2005;
Whitchurch et al., 2004).

ebpA-C E. faecalis Ebp-pili er viktige for adherans til vertscellens ekstracellulaere matriks- E. faecalis
proteiner, som fibrinogen og collagen, de spiller ogsa en viktig rolle i
biofilmformasjon (Chen et al., 2005). Denne typen pili er assosiert med
infeksigs endokarditt (Montealegre et al., 2015).
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Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie
srtC E. faecalis Genet koder for et sortase-protein, som er ngdvendig for dannelsen av E. faecalis
Ebp-pili og biofilmdannelse (Kemp et al., 2007).
pilA-D P. aeruginosa Pil-genene er alle pilus-relaterte gener, spesifikt type 4 pili. De hjelper P. oleovorans
pilF-J bakterien a feste seg til vertsceller, men ikke til mucin, som forarsaker en
pilM-O ryknings-bevegelse som tillater bakterien a forflytte seg over
pilR celleoverflaten. Genene er viktige for biofilmdannelse (Chen et al., 2005).
pilT pilD-genet er ogsa kjent som xcpA, som er involvert i bade
pilU proteinsekresjon og i dannelsen av type 4 pili (de Groot et al., 1994).
XCpA/pilD
PpilE: Neisseria Dette genet koder ogsa for Type 4 pili, men opprinnelsen til genet er P. oleovorans
meningitidis ifglge VFDB N. meningitidis og ikke P. aeruginosa, som de andre genene
beskrevet her (Chen et al., 2005). Det finnes ogsa et gen med opprinnelse
i P. aeruginosa med samme navn i VFDB, men det var ikke dette som kom
ut av databasen da contigs ble lastet opp.
fimV P. aeruginosa Type 4 pili (Chen et al., 2005). P. oleovorans
Biofilm

Tabell 45 viser virulensgener forbundet med bakteriens biofiimdannelse. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der

informasjonen er gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie
alg8 P. aeruginosa Alle alg-genene er involvert i alginat-produksjon (Chen et al., 2005; P. oleovorans
algA-G Oglesby et al., 2008; Rappuoli et al., 2013; Schaechter, 2009).
algl Alginat er med pa, men ikke kritisk for, dannelsen av biofilm.
algl Alginatproduksjon gker kvaliteten pa biofilmdannelsen, og gir bakterien
algP/algR3 noen fordeler, som gkt resistens mot skadelige stoffer som antibiotika.
algR Det hjelper ogsa bakterien a feste seg til menneskeceller, samt a beskytte
algu bakterien mot lymfocytter, fagocytter, antistoffer og andre forsvar hos
algWw verten (Stapper et al., 2004).
algZ
mucD P. aeruginosa mucD og mucP er ogsa involvert i alginat-produksjon (Chen et al., 2005). P. oleovorans
mucP P. aeruginosa-stammer som forarsaker kroniske luftveisinfeksjoner hos
pasienter med cystisk fibrose (CF) har normalt en veldig mucoid fenotype,
som indikerer produksjon av alginat. algT-operonet bestar av algT-mucA-
mucB-mucC-mucD (Wood & Ohman, 2006).
bopD E. faecalis Den antatte sukker-bindende transkripsjonsregulatoren bopD er E. faecalis
ngdvendig for dannelse av biofilm (Chen et al., 2005; Creti et al., 2006).
icaA-D S. aureus En av de ekstracellulaere polymeriske substansene i biofilmen hos S. S. aureus
icaR aureus er «polysaccharide intercellular adhesin (PIA)». PIA er en poly-B(1-
6)-N-acetylglucosamine (PNAG). Syntesen av dette styres av icdADBC-
locuset. Den negative regulatoren “intercellular adhesin locus regulator”
(icaR) styrer uttrykkelsen av ica-locuset (Arciola et al., 2015).
PpPkA P. aeruginosa ppkA koder for “serine/threonine protein kinase PpkA” (Chen et al., P. oleovorans
2005). Muterte stammer som mangler ppkA har betydelig redusert
biofilmdannelse, samt lavere pyocyanin-produksjon og lavere toleranse
for oksidativt og osmotisk stress, i tillegg til ineffektiv invadering av
vertsceller, og generelt en redusert virulens (Pan et al., 2017).
Sprk E. faecalis Genet kodet for en serin-proteinase fra V8-familien, som er involvert i E. faecalis
biofilmdannelse (Chen et al., 2005).
esp E. faecalis «Extracellular surface protein» er en virulensfaktor som bidrar til E. faecalis

biofilmdannelse og resistens mot stressfaktorer fra miljget. esp er ofte a
finne i bakterieprgver fra urinveisinfeksjoner, som tyder pa at
biofilmegenskapene til bakterien er viktig for denne typen infeksjoner.
Det har ogsa blitt funnet en sterk korrelasjon mellom tilstedeveerelsen av
dette genet og antibiotikaresistens (Kafil & Mobarez, 2015).
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Adhesjon og kolonisering

Tabell 46 viser virulensgener forbundet med bakteriens adhesjon og kolonisering. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der

informasjonen er gitt av VFDB.

er viktige i infeksjoner. Hos S. aureus er disse overflateproteinene festet til
celleveggen med to sortase-enzymer, SrtA og SrtB, som gjenkjenner
spesifikke sorteringssignaler (Jonsson et al., 2003). Sortaser kan veere
viktige virulensfaktorer da de blant annet holder overflateproteiner som
tillater adhesjon til verstvev, invadering av vertsceller, unnvikelse og
undertrykkelse avimmunresponsen (Spirig et al., 2011).

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie

fnbA-B S. aureus “Fibronectin-binding proteins». Fibronektin er et protein som sitter utenpa S. aureus
celler og binder dem til ekstracellulaer matriks. S. aureus koder for mange
proteiner som virker som virulensfaktorer, som fgrer til flere typer
sykdommer, blant annet mastitt hos kyr. Blant disse faktorene er spA, cifA,
clfB, fnbA og fnbB viktige for at S. aureus skal kunne adhere til og invadere
vertsceller, samt unnga vertens immunforsvar (Stutz et al., 2011).

map S. aureus De ekstracellulzere proteinene “Map” har hgy affinitet for diverse proteiner | S. aureus
i den ekstracelluleere matriksen, blant annet fibronektin, fibrinogen og
beinsialoprotein, som fremmer bakteriens adhesjon (Chen et al., 2005).

sdrC-D S. aureus Genene koder for «Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein- S. aureus
binding protein» (Chen et al., 2005). Proteinet binder til avflakede S. haemolyticus
epitelceller, dette bidrar muligens til kolonisering i nesen (Foster et al., S. epidermidis
2014).

fss1-2 E. faecalis Fss-proteinene binder til fibrinogen, et stoff som normalt finnes Igst i blod, E. faecalis
men som ogsa kan inkorporeres i ekstracellulaer matriks (Sillanpaa et al.,
2009).

clfA-B S. aureus “Clumping factors” CIfA og CIfB binder begge til fibrinogen, men pa S. aureus
forskjellige steder (Chen et al., 2005). S. epidermidis

ace E. faecalis Genet koder for “collagen adhesin protein” (Chen et al., 2005), som er et E. faecalis
protein som binder til kollagen.

efaA E. faecalis Genet koder for “endocarditis specific antigen” (Chen et al., 2005). Dette er | E. faecalis
involvert i bakteriens adhesjon til biotiske og abiotiske overflater (Stepien-
Pysniak et al., 2019).

coa S. aureus coa koder for “staphylocoagulase precursor”. Koagulaser er polypeptider S. aureus
som binder til og aktiverer prothrombin, som medfgrer at fibrinogen
konverteres til fibrin og fremmer klumping av plasma eller blod (McAdow et
al., 2012).

ebp S. aureus ebp koder for «elastin binding protein» (Nowrouzian et al., 2019). Ebp S. aureus
hjelper bakterien med kolonisering (Abdul et al., 2019).

srtB S. aureus Gram-positive patogene bakterier har proteiner pa overflaten av cellen som | S. aureus

Skade pa strukturer

Tabell 47 viser virulensgener forbundet med bakteriens evne til G forarsake skade pa forskjellige strukturer. Chen et al. (2005)
er oppgitt som kilde der informasjonen er gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie
SspA-C S. aureus ssp-genene er involvert i produksjonen av proteaser som er viktige for S. aureus
naeringsopptak. Man har i tillegg sett at proteaser kan klgyve spesifikke
proteiner hos verten. For eksempel vil SspB degradere kollagen,
menneskelig fibronektin og fibrinogen (Lehman et al., 2019).
gelE E. faecalis Gelatinase er kjent for sin rolle i dannelse av biofilm, men ser ogsa ut til a E. faecalis
bidra til virulens ved & degradere mange av vertens substrater, som
kollagen, fibrinogen, fibrin og komplementkomponentene C3 og C3a
(Thurlow et al., 2010).
fsrA-C E. faecalis FsrABDC-signal-transduksjons-systemet er en stor virulensregulator i E. E. faecalis
faecalis. Disse proteinene er ngdvendige for at blant annet gelE-genet skal
utrykkes, og er viktig i sammenheng med biofilm og endokarditt (Del Papa &
Perego, 2011).
clpP Listeria clpP koder for “ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit”, som er en | E. faecalis
monocytogenes serin-protease involvert i proteolyse og er ngdvendig for vekst under S. aureus
stressforhold (Chen et al., 2005). S. haemolyticus
geh S. aureus geh koder for en glyserol-ester-hydrolase, altsa en lipase (Chen et al., 2005). | S. aureus
lip S. aureus lip koder for en «triacylglyserol lipase precursor» (Chen et al., 2005). S. aureus

S. haemolyticus
S. epidermidis
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Gen

Opprinnelse

Gen forbundet med (virulensfaktor)

Funnet hos bakterie

isdA-G

S. aureus

isd-genene koder for produkter som stjeler jern fra hem (Skaar &
Schneewind, 2004).

S. aureus

pvdH

P. aeruginosa

pvdH-genet er ansvarlig for syntese av en pyoverdin, som er en
jernkelaterende forbindelse. Bakterien stjeler jern fra mitokondriene til
vertscellen, og mitokondriene gdelegges av denne prosessen (Kang et al.,
2018).

P. oleovorans

lukF-PV

S. aureus

Panton-Valentine leukocidin (PVL) er toksiner som danner porer i
membranen hos vertens forsvarsceller ved en synergistisk mekanisme
mellom de to sekresjonsproteinene, LukS-PV (gen ikke funnet i
sekvenseringen) og LUkF-PV (Melles et al., 2006). Det har flere ganger blitt
beskrevet en sammenheng mellom PVL toksiner og nekrotiske lesjoner i
hud og slimhinner (Mesrati et al., 2010).

S. aureus

hlgA-C

2]

aureus

hlg-genene involvert i produksjonen av gamma-hemolysin, som har en rolle
som minner om PVL. PVL og gamma-haemolysin (HIg) er medlemmer av
same toksin-familie (“the synergohymenotropic toxin family”). Her ogsa er
det beskrevet en sammenheng mellom PVL toksiner og nekrotiske lesjoner i
hud og slimhinner (Mesrati et al., 2010).

S. aureus

hid

S. aureus

hld koder for delta-hemolysin: over 90% av pasienter med atopisk dermatitt
(en kronisk betennelsessykdom i huden) er positive for S. aureus. Ved
atopisk dermatitt er delta-toksinet en stor virulensfaktor, som forarsaker
kutane betennelser via degranulasjon i mastceller (Baldry et al., 2018).

S. epidermidis

hly/hla

S. aureus

hly/hla koder for “Alpha-Hemolysin precursor”. S. aureus produserer o-
hemolysin, denne produksjonen er knyttet til sykdommens alvorlighetsgrad
(Hong et al., 2014).

S. aureus

hib

S. aureus

hlb koder for beta-hemolysin, som lyserer erythrocytter (Chen et al., 2005).

S. aureus

waaA
waaC
waaf-G
waaP

o

aeruginosa

waa-genene er involvert i dannelsen av lipopolysakkarider (LPS, endotoksin)
(Chen et al., 2005).

P. oleovorans

Motstandsdyktighet/immununnvikelse

Tabell 48 viser virulensgener forbundet med bakteriens motstandsdyktighet eller evne til immununnvikelse. Chen et al. (2005)
er oppgitt som kilde der informasjonen er gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie

Bsh L. monocytogenes | bsh koder for «bile salt hydrolase», som gir resistens mot galle og gallesalter | E. faecalis
(Chen et al., 2005).

mtrD N. meningitidis mtrD koder for “multiple transferable resistance system protein MtrD” mtr- | P. oleovorans
(multiple transferable resistance) systemet fra Neisseria gonorrhoeae gir
bakterier resistens mot mange hydrofobe midler, inkluder enkelte
antibiotika, fettsyrer og vaskemidler (CARD, 2020c).

vWbp S. aureus vWhbp koder for “secreted von Willebrand factor-binding protein S. aureus
precursor”. Dette er en koagulase som tillater bakterien a spre seg som
tromboemboliske lesjoner og unnga opsonofagocytose avimmunceller
(Chen et al., 2005).

sbi S. aureus sbi koder for “IgG-binding protein SBI”. Immune evasion by interacting with | S. aureus
1gG (Gonzalez et al., 2015).

spa S. aureus spa koder for “Immunoglobulin G binding protein A precursor”. Proteiner S. aureus
binder til Fc-domenet pa IgG og unngar opsonofagocytose (VFDB).

adsA S. aureus Adenosin-syntase (AdsA) produserer ekstracellulzer adenosin for & unnga S. aureus
vertens immunsystem (Thammavongsa et al., 2011).

cap8A-P S. aureus Alle cap8-genene er involvert i kapsel-dannelse (O'Riordan & Lee, 2004), S. aureus
som hjelper bakterien a unnga vertens immunsystem (Nanra et al., 2013).

cpsA-B E. faecalis cps-genene er involvert i kapseldannelse, som hjelper bakterien a unnga E. faecalis

vertens immunsystem (Chen et al., 2005).
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Spredning

Tabell 49 viser virulensgener forbundet med bakteriens evne til spredning. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der

informasjonen er gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie
ef0818 E. faecalis Genene koder for hyaluronidaser (Nallapareddy et al., 2005), enzymer som E. faecalis
ef3023 gj@r det lettere for bakterien a spre seg i vev ved a klgyve hyaluronan, en
viktig del av den ekstracellulaere matriksen i bindevev (Li et al., 2000).
aur S. aureus aur koder for «zinc metalloproteinase aureolysin», som hjelper bakterien a S. aureus
|@srive seg fra kolonier, og dermed gke spredningen (Chen et al., 2005).
hysA S. aureus hysA koder for en “hyaluronate lyase precursor”. Hyaluronate lyase er det S. aureus
samme som hyaluronidase (Sigma-Aldrich, 2020), som gjgr det lettere for
bakterien a spre seg i vev ved a klgyve hyaluronan (Li et al., 2000).
Sekresjonssystem

Tabell 50 viser virulensgener forbundet med bakteriens sekresjonssystem. Chen et al. (2005) er oppgitt som kilde der

informasjonen er gitt av VFDB.

Gen Opprinnelse Gen forbundet med (virulensfaktor) Funnet hos bakterie
xcpQ-T P. aeruginosa xcp-genene er forbundet med «Type 2 secretion system» (T2SS) : Xcp- P. oleovorans
xcpV systemet er viktig for utskillelsen av mange forskjellige proteiner, som for
XcpA/pilD eksempel fosfolipase, lipase og eksotoksin A (Senf et al., 2008). pilD-genet
er ogsa kjent som xcpA, som er involvert i bade proteinsekresjon og i
dannelen av type 4 pili (de Groot et al., 1994).
pscP P. aeruginosa pscP er forbundet med «Type 3 secretion system» (T3SS): En hul molekyleer | P. oleovorans
«nal», som overfgrer toksiner til vertscellens cytosol (Galle et al., 2012).
prgB/asc10 | E. faecalis prgB/asc10 er forbundet med «Type 4 secretion system» (T4SS): Viktig i E. faecalis
forbindelse med horisontal genoverfgring. Disse bakteriene er avhengige av
overflateadhesiner for genoverfgring, PrgB er et slikt adhesin. Dette tillater
horisontal genoverfgring, samt robust biofilmdannelse (Schmitt et al.,
2018).
icmF1/tssM | P. aeruginosa icmF1/tssM1 er forbundet med «Type 6 secretion system» (T6SS) (Chen et P. oleovorans
1 al., 2005). T6SS benyttes til transport av proteiner inn i mal-celler, bade
eukaryote og prokaryote (Cascales & Cambillau, 2012). Systemet kan blant
annet benyttes til a levere dgdelige effektorer til malcellen (Alteri &
Mobley, 2016).
tagR P. aeruginosa TagR fremmer PpkA-katalysert T6SS-aktivering (Hsu et al., 2009). P. oleovorans
hsiB1/vipA P.aeruginosa Alle hsi-genene er involvert i T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
hsiC1/vipB
hsiF1
hsiG1
hsiJ1
clpV1 P. aeruginosa clpV1 er forbundet med T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
dotU1 P. aeruginosa dotU1 er forbundet med T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
fhal P. aeruginosa fhal er forbundet med T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
hcpl P. aeruginosa hcpl er forbundet med T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
vgrGla P. aeruginosa vgrG1la er forbundet med T6SS (Chen et al., 2005). P. oleovorans
esaA-C S. aureus Genene er forbundet med «Type 7 secretion system» (T7SS), som spilleren | S. aureus
essA-C viktig rolle for bakteriens overlevelse og infeksjonens vedvarelse. Viktig for
esxA-B bakteriens konkurransedyktighet (Chen et al., 2005). T7SS er ogsa kjent som
«ESAT-6 secretion system» (ESS) (Tchoupa et al., 2019). Ess-locuset er en
cluster med atte gener: esxAB, essABC, esaABC (Burts et al., 2008).

VFDB ga altsa mange treff pa virulensfaktorer, og det er tydelig at disse forskjellige

bakteriene kan gjere mye skade, om de skulle fa muligheten til det. Ellers ble Prokka ogsa

benyttet, men det var fa treff som samsvarte med «virulence»-sgket, sa ytterligere

undersgkelser ma eventuelt vaere mer spesifikke. Det som ble funnet var esaC og esxB hos
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15(1), men dette var allerede identifisert gjennom VFDB, og er beskrevet i tabell 50. phoP
hos ESBL_M36_a, ESBL_M36_c og ESBL_MA40_c er ifalge VFDB ngdvendig for a
registrere mangel pd Mg?*, og kontrollerer uttrykkelsen av gener som styrer
overflatemodellering og tilpasning til intracellular vekst, men genet ser ut til & stamme fra
Mycobacterium tuberculosis, s& opphavet er noe tvilsomt. Det siste treffet var cvfB, CvfB er et
konservert regulatorisk protein som er viktig for virulensen hos S. aureus. cvfB er ngdvendig
for transkripsjon av hla-genet, som koder for alfa-hemolysin (Matsumoto et al., 2010).
Hvorfor genet ble identifisert hos ESBL_M36_a, ESBL_M36 _c og ESBL_M40 c i tillegg er
ukjent.

4.3 Diskusjon av F- og S-bakterier

Prove 4(1) er en betahemolytisk S. haemolyticus-stamme som vokser pA MRSA-skaler.
MRSA og ESBL1-2-multipleks gPCR var negativ, sa den har ikke genene mecA/mecC eller
spa eller betalaktamase-genene som ESBL1-2 screener for. Stammen er derimot klinisk
resistent mot ciprofloxacin (fluoroquinolon), med MIC pa 1,25 ng/pl, og verdien overstiger
ECOFF, som indikerer en ervervet form for resistens. Resistensgenene funnet var arlR,
mgrA, norA, som betyr at den har en pumpemekanisme (NorA, regulert av blant annet ArIR
og MgrA) som beskytter den mot flere typer antibiotika, blant annet fluoroquinoloner,
cefalosporiner og tetracyclin. NorA er en kromosomalt kodet multi(drug)-efflukspumpe fra
MFS-familien, som viser noe genetisk diversitet, med tre alleler som varierer med opptil 10%
i nukleotidsekvensene (Costa et al., 2013). Pumpen kan fjerne mange forskjellige skadelige
stoffer fra bakteriecellen, selv strukturelt ulike komponenter. norA har et basalt uttrykksniva
som generelt gjar bakterien mindre sensitiv for antimikrobielle stoffer, men gkt resistens mot
flere stoffer er assosiert med gkt uttrykkelse av norA. Denne gkningen kan oppsta gjennom en
mutasjon i promoter-regionen, eller gjennom regulatoriske proteiner (Costa et al., 2013). norA
ble funnet hos alle de undersgkte stafylokokkene, men prgve 4(1) var den eneste som var
klinisk resistent og som kunne skilles fra villtypen. Gener fra bakteriens kromosom er sjelden
utsatt for horisontal genoverfagring, sammenliknet med gener som sitter i plasmider, men det
gir mening at bakterien kan skille seg fra villtypen dersom riktig mutasjon i kromosomet
oppstar, slik at pumpen blir mer effektiv. For eksempel om det utrykkes flere kopier av genet,
eller om mRNA far gkt stabilitet eller levetid. Gjennom Prokka-sgket kan det virke som om
stammen skiller seg fra de andre isolatene av S. haemolyticus fordi den har genet mdtL, sa det
kan ogsa hende at dette bidrar til at den er mer resistent enn de andre, men det er ikke mulig a

si sikkert uten videre undersgkelser.
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| tillegg til & veere resistent er stammen ogsa noe virulent: selv om det ikke ble funnet noen
gener for hemolyse, var den apenbart beta-hemolytisk, da koloniene viste en tydelig gul
gjennomsiktig sone pa blodskalene, som ikke er serdeles overraskende, gitt bakteriens navn.
Det er fullt mulig at en bakterie har gener som koder for hemolysin selv om det ikke har blitt
identifisert for den spesifikke prgven, dersom genet ikke ble sekvensert, eller det bare ikke var
noen treff pa genet i noen av databasene eller annoteringsprogrammet som ble benyttet.
Virulensgenene som ble funnet var clpP, og lip. clpP har ifglge VFDB opprinnelse i

L. monocytogenes, men genet for denne proteasen er vidt spredt blant prokaryoter og
eukaryoter (Moreno-Cinos et al., 2019), og den ble funnet hos flere av bakteriene i denne
oppgaven, sa det trenger ikke vaere noe unaturlig med dette. | tillegg til proteolyse har
stammen ogsa evnen til lipolyse fra virulensgenet lip, som koder for en «triacylglyserol lipase
precursor». Genene ble funnet fra kun MiSeg-data. Unicycler ble senere benyttet, men det ble
ikke oppdaget noen andre gener enn det som allerede var funnet.

Prove 5(1) er en betahemolytisk S. haemolyticus-stamme som vokser pA MRSA-skaler.
MRSA- og ESBL1-2-multipleks gPCR var negativ. Den er ikke klinisk resistent mot
ciprofloxacin, og ECOFF er ikke oversteget. Det er ikke mulig a si noe om hvilke
resistensgener og virulensgener den har da MiSeq-sekvenseringen ga for lite data til contigs.
Praven ble heller ikke valgt ut for sekvensering med MinlON, sa selv hvis Canu hadde

fungert, sa var det ikke noe data a jobbe med for denne praven.

Prgve 6(1) er en betahemolytisk S. haemolyticus-stamme som vokser pa MRSA-skaler.
MRSA- og ESBL1-2-multipleks gPCR var negativ. Denne stammen vokste raskere og
kraftigere enn de andre isolatene av S. haemolyticus, og var derfor den fagrste som ble valgt ut
til sekvensering, hvor det ble oppdaget at den hadde norA-genet. Dette var bakgrunnen for
MIC-testingen med ciprofloxacin, hvor denne, og alle andre stammer som hadde vokst pa
MRSA-skaler ble testet. MIC-testen viste at denne stammen, pa tross av at den har det samme
NorA-kodende genet som 4(1), ikke er Kklinisk resistent, og at den ikke skiller seg fra
villtypen, slik som 4(1). Det var i utgangspunktet forventet at denne stammen skulle vaere mer
resistent enn de andre, siden den hadde mye starre og tydeligere kolonier enn de andre som
hadde vokst like lenge pa samme medie. Prave 6(1) fikk ikke andre treff enn mgrA ved sgk i
CARD og NCBI, men norA-genet ble identifisert med Prokka, sammen med en annen pumpe,
som ikke ble funnet hos de andre isolatene av S. haemolyticus, nemlig sepA. Denne unike (for
S. haemolyticus i denne oppgaven) pumpen kan veere grunnen til at den hadde kraftigere vekst

pa MRSA-skalene enn det de andre isolatene hadde. Eller det kan ha noe a gjere med de andre
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genene som ble oppdaget med Prokka, nemlig bacA, bcr, emrA, narK, tcaB og mdtG, som alle
er efflukspumper som kan hjelpe bakterien a kvitte seg med skadelige stoffer. Produsenten av
MRSA-skalene gnsker ikke & oppgi hva slags antibiotika som er tilsatt, sa det kan veere at
pumpene gir en hgyere grad av resistens mot noe ukjent som befinner seg i skalen. De gir i
hvert fall ikke noen hgy grad av resistens mot ciprofloxacin, da MIC-verdien for dette stoffet
var ganske lav. Hvis det hadde veert mulig a utfare MIC-tester med andre strips, sa hadde det
kanskje veaert mulig a si noe mer om de ekstra pumpene gjorde stammen mer standhaftig enn
de andre, men det er ogsa fullt mulig at stammen har raskere vekst grunnet noe urelatert til
antibiotikaresistens. Denne stammen hadde ifglge Prokka ogsa fmtC-genet som er forbundet
med oxacillin- og daptomycin-resistens, dette mangler hos 4(1), men ble funnet hos alle andre
stafylokokker. Disse vokste ikke raskere enn 6(1), sa det er liten grunn til & tro at det spesifikt

er dette genet som lot 6(1) trives pa MRSA-skalen.

Prgve 13(1) er en betahemolytisk S. haemolyticus-stamme som vokser pA MRSA-skaler.
MRSA- og ESBL1-2-multipleks gPCR var negativ og MIC-testen viste at den ikke var klinisk
resistent mot ciprofloxacin og at ECOFF ikke var oversteget. Det ma kommenteres igjen at
denne stammen, av ukjent arsak, ikke vokser pa MH-agar, sa MIC-testen ble utfgrt pa
blodskal, som kan ha pavirket resultatet. Praven ble kun sekvensert med MiSeq, og det ble
funnet de samme genene som hos pragve 4(1), men i tillegg ett ekstra virulensgen: sdrD. Dette
genet koder for et Ser-Asp-rikt fibrinogenbindende bein-sialoproteinbindende protein, et
protein som binder til avflakede epitelceller, som dermed kan gi bakteriene evnen til gkt
kolonisering. Dette er altsa bakterier som kan gi problemer om de far muligheten til det, men
om man kan stole pa MIC-testen utfart pa blodskal sa bgr en eventuell infeksjon vere enkel a
behandle med ciproflixacin, i motsetning til preve 4(1).

Tilsynelatende er alle tre stammer av S. haemolyticus relativt like, sa forhapentligvis var det
ikke et stort tap at det var for lite data fra prave 5(1), S. haemolyticus. Pa den annen side
identifiserte Prokka mange flere gener hos 6(1) enn hos 4(1) og 13(1), sa det er ikke helt
utenkelig at 5(1) har noen veldig spennende gener som ikke kan diskuteres her. Samtidig kan
det ogsa tenkes at 4(1) og 13(1) har like mange spennende gener som 6(1), som ikke ble
funnet i sekvenseringen, da det kun var 6(1) som fikk assemblet et komplett sirklugert genom

og komplette sirkulaere plasmider.
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Prgve 15(1) er en betahemolytisk S. aureus-stamme som vokser pa MRSA-skaler. MRSA- og
ESBL1-2-multipleks gPCR var negativ. Resistens hos denne stammen ble oppdaget sent, da
kolonier ikke vokste frem fer den pafarte, fargede prgven ble dratt inn mot midten av skalen
med en plastpodgse, og inkubert videre. Det samme skjedde da den ble overfert til ny skal,
veksten var tvilsom der den var pafert, det var kun endret farge, men ingen tydelige kolonier,
sa det var ikke lett & se om det faktisk var vekst. Men igjen, pa ny skal, sa oppstod det raskt
store, tydelige kolonier én dag etter at prgven var trukket i med podgse. Se vedlegg 5 for
bilder av veksten. Denne prgven, sammen med preve 4(2), ble testet med MRSA-multipleks
gPCR av Alberto Bombelli. Ut ifra informasjonen som ble gitt, sa var denne prgven
fullstendig negativ, men i sekvenseringen ble spa-genet oppdaget. Det gir mening at denne
stammen har dette genet, da man ser etter det for a kunne indikere tilstedeverelsen av en S.
aureus, sa det hadde vert forventet a finne det med MRSA-multipleks. Det er vanskelig a
kommentere hva arsaken til det negative qPCR-resultatet kan vare nar noen andre har utfart
testen, og mer informasjon om kjaringen er forelgpig ikke tilgjengelig. Det er mulig at den
oppdagede gen-sekvensen ikke ligner nok pa den spesifikke sekvensen som primerene
oppdager. Prgve 15(1) ble ogsa testet med ciprofloxacin-strips, som de andre bakteriene som
vokste pa MRSA-medie, men den var ikke klinisk resistent, og ECOFF var ikke oversteget.
Den ble ogsa MIC-testet med tetracyclin-strips etter de fgrste funnene i sekvenseringen, men
MIC var kun 0,094 ng/pl, og dette er ikke nok til & overstige ECOFF eller indikere klinisk
resistens mot stoffet. Stammen har altsa genene til a veere resistent mot i hvert fall to typer
antibiotika, men det er tilsynelatende ikke en ervervet resistens, og det er ikke klinisk
relevant. Dette viser et viktig poeng: bare fordi en bakterie har et resistensgen, sa betyr ikke
det ngdvendigvis at genet er aktivt, eller «aktivt nok», til a faktisk gjare bakterien resistent.
Men det var ganske mange gener som ble funnet hos denne bakterien, med MiSeg- og
MinlON-data, i hvert fall sammenliknet med de andre stafylokokkene. Resistensgenene var
arlR, arlS, dha-1, fosB, fosB-Saur, ImrS, mepA, mepR, mgrA, norA og tet38. Tet38 er en
tetracyclin effluks-pumpe fra MFS-familien, som kan gi resistens mot tetracyclin, men
tilsynelatende ikke i veldig stor grad hos akkurat denne prgven, som MIC-testen viste. Prokka
identifiserte ogsa flere pumper som kan hjelpe bakterie-stammen a beskytte seg mot dette
stoffet, og et gen som spesifikt er forbundet med tetracyclin-resistens, nemlig repressor-genet
tetR, sé det er flere ting som antyder at den er tetracyclin-resistent, uten at den faktisk
overstiger noen relevante verdier. Stammen har ogsa genene for NorA-pumpen, og arl- og
mgr-genene som er med pa a regulere pumpen, men som ciprofloxacin-MIC-testen viste, sa er

ikke pumpen ekstremt effektiv for a fjerne ciprofloxacin. Stammen har mange gener som
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muligens kan gi resistens mot flere typer antibiotika, men det ikke ble tid til & bestille strips
for disse, eller til a teste, pa grunn av Corona-utbruddet. For eksempel er DHA-1 en MFS-
pumpe som kan gi resistens mot Kloramfenikol, fos-genene kan inaktivere fosfomycin, og
MepA er et effluks-protein fra MATE-familien som reguleres av MepR og kan gi
glycylcyclin-, akridinfarge-, tetracyclin- og fluoroquinolon- resistens. Det Prokka-identifiserte
genet fmtC kan gi dessuten gi resistens mot oxacillin eller daptomycin. Stammen er kun testet
med to typer strips, sa det er vanskelig & si noe bestemt om resistens mot andre typer
antibiotika, men det er verdt a legge merke til at den ikke klarte & vokse pa ESBL-skaler eller
CRE-skaler, og den slet ogsa med a spre seg pa MRSA-skalene uten at den ble dratt inn mot
midten av en plastpodgse, sa det er ikke sa mye som tyder pa at det er en ekstremt resistent
stamme. Pa den annen side s& vokste den veldig godt hver gang kulturen ble trukket i med
podgse. Dette ble gjort flere ganger, fordi resultatet virket merkelig, men det var det samme
hver gang: den farste «veksten», sa bare ut som en falsk positiv, hvor det som var pafart av
kultur bare endret farge, det var ingen kolonier. Men ved a trekke i kulturen med en podgse,
oppstod det raskt tydelige kolonier i podgsesporet, men det var fortsatt ingen kolonier der
kulturen opprinnelig ble avsatt. Det virket mulig at den opprinnelige kulturen ikke var en
renkultur, og at de faktisk resistente bakteriene slet med a konkurrere med en annen type
bakterie som det var flere av i den avsatte kulturen, som muligens overlevde ved a leve
beskyttet i dede bakterier rundt seg. Hadde dette vaert tilfelle, s hadde det gitt mening at de
fikk muligheten til & danne store kolonier etter at de ble trukket ut fra den avsatte kulturen,
men disse nye koloniene ble plukket og overfart til nye skaler, og det samme skjedde gjentatte
ganger. Det er ikke godt a si hvorfor bakteriene vokser godt i midten av skalene, men
tilsynelatende ikke i det hele tatt i kanten av skalen. Det kunne ha blitt testet a pafare kulturen
direkte midt pa en skal, for & se om det var noen forskjell pa hvor den ble pafert, men det
virker usannsynlig at det skal ha noe a si, og det var uansett tomt for skaler da dette ble
vurdert. Det hadde veert interessant a finne ut hvorfor 15(1) utviser dette vekstmgansteret, og
det hadde veert morsomt a finne ut hva det er som gjer at 13(1) ikke taler MH-agar, men det

falt litt utenfor fokuset for denne oppgaven.

15(1)-preven hadde ogsa flere virulensgener: adsA, aur, cap8A, cap8B, cap8C, cap8D,
cap8E, cap8F, cap8G, cap8H, cap8l, cap8J, cap8K, cap8L, cap8M, cap8N, cap80, cap8P,
clfA, clfB, clpP, coa, ebp, esaA, esaB, esaC, essA, essB, essC, esxA, esxB, fnbA, fnbB, geh,
hlb, hid (funnet med Unicycler) higA, hlgB, hlgC, hly/hla, hysA, icaA, icaB, icaC, icaD, icaR,
isdA, isdB, isdC, isdD, isdE, isdF, isdG, lip, lukF-PV, map, sbi, sdrC, sdrD, spa, srtB, sspA,
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sspB, sspC og vWhbp. Disse genene gir stammen et bredt spekter av virulensfaktorer, som for
eksempel immununnvikelse takket vaere AdsA, som produserer ekstracelluleert adenosin for a
unnga vertens immunsystem, eller cap-genene som er involvert i kapseldannelse som ogsa
beskytter bakterien mot immunforsvaret, eller spa og vWbp, som hjelper bakterien a unnga
opsonofagocytose. Flere av genene, som esa-genene, koder for sekresjonssystem, og ica-
genene er involvert i biofilmdannelse. Stammen har gener som stjeler jern fra hem, gener som
gir lipolyse og proteolyse, gener som bidrar til spredning og adhesjon og kolonidannelse, samt
flere gener som koder for forskjellige toksiner. Blant annet har den genene for alfa-hemolysin
(hly/hla), beta-hemolysin (hlb), gamma-lysin (hlg) og delta-lysin (hld). Alle genene er
beskrevet hver for seg i virulenstabellene (tabell 43-50), men jevnt over kan man si at
stammen har virulensgener fra alle virulens-kategoriene, med unntak av flagell- og pili-gener.
Bakteriene kan adhere, kolonisere, danne biofilm, unnga immunsystemet, spre seg effektivt
og forarsake skader pa forskjellige strukturer, sa det er betryggende at den tilsynelatende ikke
er sveert resistent mot antibiotika. Den er ikke testet for alt den kan testes med, men den er i

det minste sensitiv for ciprofloxacin og tetracyclin.

4(2) er en S. epidermidis-stamme som ikke viste noen antydning til hemolyse, og vokste pa
MRSA-skal. MRSA-multipleks qPCR var negativ. Denne vokste noe tregere enn de andre
stafylokokkene, og ble farst merket som negativ, men kolonier vokste frem mens det ble
undersgkt hvordan antibiotikaskaler skulle kastes. Det er denne veksten det er bilde av i tabell
20. Da deler av dette ble overfart til ny antibiotikaskal, kom veksten veldig raskt. Det er mulig
at dette skyldes indusering av resistensmekanismer, som for eksempel efflukspumper, som
sekvenseringen viser at den har. Resistensgenene funnet var arIR, dfrC, fosB-251804940,
mgrA og norA. NorA (med regulerende arlR og mgrA) er allerede kommentert hos de andre
stafylokokkene, og kan godt vaere grunnen til at bakteriene vokste frem pa MRSA-skalene.
Stammen har ogsa et fos-gen, som 15(1), men det ble ikke anledning til @ MIC-teste dette.
Unikt for denne prgven var dfrC-genet, som koder for en dihydrofolat-reduktase som kan gi
resistens mot angrep fra trimetoprim. De fleste resistensmekanismene funnet hos prgvene i
denne oppgaven kom fra efflukspumper eller inaktivering av antibiotika, prave 4(2) var et ett
av unntakene, med en resistensmekanisme som bytter ut angrepspunktet. Dessverre ble ikke
dette genet oppdaget far Corona-begrensningene, sa det var ikke mulig a fa utfart en MIC-test
med trimetoprim heller. Det ble altsa kun testet med ciprofloxacin, men som alle de andre
stafylokokkene, med unntak av 4(1), var den ikke spesielt resistent mot dette. Av

virulensgener s hadde stammen ingenting unikt i forhold til de andre stafylokokkene, det ble
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funnet clfA, clfB, hld, lip og sdrC, som betyr at den har klumpefaktorene CIfA og CIfB, som
begge binder til fibrinogen og kan forarsake klumping av blodplasma. hld-genet koder for
delta-hemolysin, og kan forarsake vevsskade ved a frigjare tryptase og laktat dehydrogenase
fra mastceller, og toksinene kan angripe diverse immunceller for & unnga vertens

immunsystem. lip og sdrC kan som nevnt forarsake henholdsvis lipolyse og gkt kolonisering.

Denne prgven ble sekvensert med bade MinlON og MiSeq, men hverken Canu eller
Unicycler var mulig & gjennomfare pa denne prgven, da programmene Krasjet gjentatte
ganger. Galaxy ble ganske tidlig hgyt belastet av alle som jobbet med COVID-19, som kan ha
medfert at tjenesten ofte var ustabil. Det er mulig flere gener hadde blitt oppdaget dersom
Unicycler hadde fungert. Det er ogsa mulig at den er klinisk resistent mot fosfomycin,
oxacillin, daptomycin eller trimetoprim, og at den skiller seg fra villtypen, men det er ikke

mulig & si noe om dette med informasjonen som er tilgjengelig.

Alle stafylokokkene, 4(1), 6(1), 13(1), 15(1) og 4(2) har NorA-pumpen, men ikke alle er like
resistente. Det kan veere flere grunner til dette, som for eksempel forskjellige varianter av
pumpen, mutasjoner eller forskjellig grad av indusering. Multi(drug)-effluks-pumper er ofte
en mekanisme for indusert resistens (Reygaert, 2018), sa dette er ogsa en god grunn til a
begrense bruk av antibiotika. Det er ogsa mulig at det ikke er noe spesielt med NorA-pumpen
til den klinisk resistente 4(1) i det hele tatt, men at det heller er mdtL-genet som hjelper til
med ciprofloxacin-pumpingen, siden ingen andre stafylokokker hadde dette genet, men det er
ikke mulig 4 si sikkert uten videre undersgkelser. Dette genet er ifalge CARD forelgpig kun et
antatt multiresistensprotein, sa det er usikkert om det faktisk har noe med ciprofloxacin-

resistens a gjegre (Chen et al., 2005).

Det er i hvert fall bekreftet én klinisk resistent stafylokokk, som skiller seg fra villtypen. Det
samme gjelder én av enterokokkene. Enterokokker kan lett kan forurense speneprgver ved
testing, (Whist, 2020), men disse opportunistiske bakteriene har ogsa vist seg & kunne veere en
arsak til mastitt (Rozanska et al., 2019):

Prgve 10(4) er en E. faecalis-stamme uten synlig hemolyse, som vokser pa CRE-skaler.
Siden det var vekst pa disse antibiotikaskalene, ble de testet med imipenem- og meropenem-
strips, men MIC-verdiene er for lave for ECOFF og klinisk resistens. Flere tester ble ikke
utfgrt grunnet Coronapandemien. CAR1-2-multipleks PCR var negativ, sa den har ingen av
malgenene til CAR-primerene, men sekvensering med MiSeq, og sgk i NCBI og CARD fant
falgende resistensgener: dfrE, efrA, efrB, emeA, IsaA og tetM. DfrE er, som DfrC, en
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dihydrofolat-reduktase som er resistent mot trimetoprim, fordi angrepspunktet er byttet ut.
EfrAB effluks-pumpen fra ABC-familien kan gi resistens mot blant annet tetracyclin,
fluoroquinolon, cefalosporin, og rifamycin. EmeA er en multi(drug)-efflukspumpe fra
MATE-familien som kan gi resistens mot flere typer antibiotika. Lsa er en del av et effluks-
system forbundet med ABC-familien. TetM er et ribosom-beskyttelses-protein, hvor
mekanismen ikke er & pumpe stoffer ut av cellen, men & beskytte ribosomet mot tetracyclin
som kommer inn i cellen. Hadde dette blitt oppdaget i tide, s hadde en MIC-test med
tetracyclin blitt utfart, da den har forutsetningene for a veere resistent mot dette, men forelgpig

er det ikke annet a si enn at den kanskje er resistent.

Virulensgenene hos stammen var som fglger: ace, bopD, bsh, clpP, cpsA, cpsB, ebpA, ebpB,
ebpC, ef0818, efaA, esp, fsrA, fsrB, fsrC, fssl, fss2, gelE, prgB/ascl0, sprE og srtC, som gir
bakteriene adhesjon, biofilmdannelse, resistens mot galle, proteolyse, kapseldannelse, pili, gkt
spredning, fibrinogen-binding og sekresjonssystem. bsh-genet («galle-resistens») er i VFDB
markert med opphav i L. monocytogenes , men BSH-proteiner har blitt identifisert hos mange
forskjellige bakterier, inkludert Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Bacteroides og

Clostridium spp (Song et al., 2019), sa dette trenger ikke & vere en feil.

11(4) er en E. faecalis-stamme uten synlig hemolyse, som vokser pd CRE-skaler. MIC-
verdiene for meropenem og imipenem er for lave for ECOFF og klinisk resistens, flere tester
ble ikke utfart grunnet Coronautbruddet. CAR1-2-multipleks PCR var negativ. Prgven ble
sekvensert med MiSeq og MinlON, men Unicycler fungerte ikke, sa genene funnet var kun
fra MiSeq. Resistensgenene var de samme som hos prave 10(4), pluss ett ekstra gen, ant(6)-
la. ANT(6)-1a er en aminoglycosid nukleotidyltransferase kodet fra bade plasmider og
kromosomer hos flere forskjellige bakterier. Resistensmekanismen er inaktivering av
aminoglycosider, som streptomycin. At genet kan sitte pa plasmider gjer at det lettere kan
spres til andre bakterier. 11(4) har nesten de samme virulensgenene som 10(4). Forskjellen er
at den har det ekstra genet ef3023, og mangler sekresjonssystem-genet prgB/asc10. ef3023 har
samme funksjon som ef0818, det er en hyaluronidase, et enzym som gjer det lettere for
bakterien a spre seg i vev ved a klgyve hyaluronan, en viktig del av den ekstracellulere
matriksen i bindevev. Denne stammen er potensielt resistent mot tetracyclin og/eller

streptomycin, men dette har ikke blitt sjekket i praksis.

16(4) er en E. faecalis-stamme uten synlig hemolyse, som vokser pd CRE-skaler. MIC-
verdiene for meropenem og imipenem er for lave for ECOFF og klinisk resistens, flere tester
ble ikke utfart grunnet Coronapandemien. CAR1-2-multipleks PCR var negativ. Denne
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stammen har akkurat de samme resistens- og virulens-genene som prgve 11(4), i tillegg til
resistensgenet spw, ogsa kjent som ant(9)-la, som sitter pa plasmider og transposoner.
Spw/ANT(9)-la er en aminoglycosid nukleotidyltransferase som kan medfgre inaktivering av
aminoglycosider, pa samme mate som ANT(6)-la. Fgr Corona-tiltakene ble genene som kan
gi resistens mot streptomycin, trimetoprim og tetracyclin oppdaget, sa her ble MIC-tester
utfart. Med streptomycin var MIC-snittet > 1024 ng/ul, som betyr at det var vekst over hele
skalen, og ingen tegn til hemning. Denne pragven er klinisk resistent mot streptomycin, og
verdien overstiger ECOFF, som antyder at dette er en ervervet resistens. Den har to
forskjellige gener som gir de samme resistensmekanismene mot det samme antibiotikumet, sa
det er ikke kjent om det er ANT(6)-1a, ANT(9)-Ia, eller en kombinasjon av disse som gjar
enterokokken sa ekstremt resistent mot streptomycin. Det er ogsa slik at polare molekyler har
problemer med a penetrere celleveggen til enterokokker, som gir bakterien en viss grad av
naturlig resistens mot aminoglycosider (Reygaert, 2018), sa dette kan ogsa ha en innvirkning.
Det er synd at 11(4), som kun hadde ant(6)-la og ikke ant(9)-1a, ikke ble testet med
streptomycin, siden dette kunne gitt et hint om hvilket gen som ga den kraftige resistensen.
Hvis 10(4) ogsa hadde blitt testet, ville det gitt en indikasjon pa hvor resistente bakteriene er
uten noen av transferasene. Alle tre enterokokkene hadde ogsa potensialet til trimetoprim-
resistens, takket veere dfrE-genet, men kun 16(4) ble testet, og som vist i resultater, sa var
MIC-verdien ganske lav. EUCAST har ingen ECOFF for denne stammen med trimetoprim,
eller noen breakpoint-verdi for klinisk resistens, men det ble testet likevel for & se om det var
noen ekstreme resultater. Med en MIC pa 0,079 ng/ul er stammen ganske sensitiv, da
hemningssonen slutter omtrent midt pa stripsen, sa det er ikke sa mye a diskutere i dette
tilfellet. Tetracyclin-resultatene er mer spennende: tetM-genet ble funnet hos alle
enterokokkene, og 16(4), som ble testet med tetracyclin-strips, har tilsynelatende ervervet
resistensen, da ECOFF er oversteget med en MIC-verdi pa 24 ng/ul. Breakpoint for klinisk
resistens for dette er ikke oppgitt hos EUCAST, men resultatet er likevel interessant. Det er
ikke sikkert om disse enterokokkene faktisk var til stede i melken eller om de stammer fra en
forurensing fra spenen, men de er uansett til stede i miljget og kan fare til smitte, infeksjoner

og bidra til & spre resistens i miljget.

S-pravene, alle identifisert som P. oleovorans-stammer, som hadde vokst pa ESBL-skaler, og
ikke viste fullstendig hemolyse pa blodskaler, ble kun sekvensert med MiSeq. Ikke alle de 12
pravene ble sekvensert, av gkonomiske arsaker, men alle ble MIC-testet med cefotaksim og

cefepim (tredje- og fjerde- generasjons cefalosporiner) far sekvenseringen. Disse tallene
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avgjorde hvilke det var mest spennende a jobbe videre med. ESBL_M36_a, ESBL_M36_c,
ESBL_M40_a, ESBL_M40_b og ESBL_M40 _c ble screenet for betalaktamaser med ESBL1-
4-multipleks PCR, men var negative for alle malgener. Prave ESBL_M36_c, ESBL_M40 a
og ESBL_M40_b hadde manglende eller tvilsomme band pa 16S, (se vedlegg 3 for gel-bilde),
hvis dette var pa grunn av for mye DNA, sa kan det bety at andre gener ikke synes og dermed
gir en falsk negativ. P& den annen side ble alle disse pravene helgenomsekvensert, og disse
betalaktamase-genene ble ikke funnet i sekvenseringen, sa trolig kan man stole pa PCR-
resultatene. De resterende prgvene skulle ogsa gjennom samme PCR senere, da de ogsa hadde
vokst pa ESBL-medie, men dette ble det ikke tid til far Coronatiltakene ble satt i gang.
Pravene ble testet med cefotaksim farst, og veileder gnsket at alle praver som hadde MIC pa
eller over 2 ng/ul ogsa skulle testes med cefepim. Alle 12 pravene fikk MIC-verdier pa 2
ng/ul eller hgyere, bortsett fra én eneste prave (ESBL_M40_a) sa alle ble testet med begge
typer strips, ogsa den som var for lav, siden det kun var én som var under 2 ng/ul. Her, som
med F-prevene, er det mange typer antibiotika det gjerne skulle ha vaert MIC-testet med, men

det ble ikke mulighet til det pa grunn av pandemien.

ESBL_M36_a hadde MIC-verdi for cefotaksim pa 14 ng/ul og 4 ng/ul for cefepim. Det ble
funnet falgende resistensgener: aac(6')-1b7, aph(3")-Ib (strA), aph(6)-1d (strB), cpxR, emrE,
mexA, mexB, mexD, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB, opmH, oprM, oprN, pmpM, og
«Bifidobacterium adolescentis rpoB mutants conferring resistance to rifampicin». AAC(6")-
Ib7, APH(3")-Ib (StrA), og APH(6)-Id (StrB) er alle aminoglycosid transferaser som kan
kodes fra mobile genelementer, og gi resistens mot aminoglycosider som streptomycin ved a
inaktivere stoffet. Dette ble oppdaget og testet tidlig, og preven hadde en MIC-verdi pa >1024
ng/pl, altsa pa eller forbi maks-verdien, som er ekstremt. Ellers har den resistensgener som
koder for flere forskjellige pumper: cpxR, mex-genene, muxB, opmH, og opr-genene koder for
efflukspumper i RND-familien, emrE hgrer til SMR-familien, og pmpM til MATE-familien.
Til sammen gir de et bredt spekter av mulig resistens, inkludert mot carbapenem,
diaminopyrimidin, aminoglycosid, antibakterielle frie fettsyrer, tetracyclin, marolid og
fluoroquinolon. rpoB-varianten denne stammen har vil ogsa kunne gi resistens mot rifamycin,

da den har fatt modifisert angrepspunktet til denne antibiotikaen.

Stammen hadde ogsa falgende virulensgener: alg8, algA, algB, algC, algD, algE, algF, algG,
algl, algL, algP/algR3, algR, algU, algW, algZ, chpA, chpB, clpV1, dotU1, fhal, fimV, fleN,
fleQ, fleR, fleS, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flhA, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG, flil,
fliJ, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR, hcpl, hsiB1/vipA, hsiC1/vipB, hsiF1, hsiG1, hsiJl,
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icmF1/tssM1, motA, motB, motC, motD, motY, mucD, mucP, pilB, pilG, pilH, pill, pilJ, pilM,
pilN, pilR, pilT, pilU, ppkA, tagR, tsr, vgrGla, waaA, waaF, waaG, waaP, xcpA/pilD, xcpQ,
XCPR, xcpS, xcpT og xcpV.

Alle disse genene er beskrevet hver for seg i virulenstabellene (tabell 43-50), men generelt
kan det sies at stammen har gener som gjar den virulent pa en rekke forskjellige omrader.
Stammen har gener for effektiv biofilmdannelse, pili, flageller, sekresjonssystem og LPS-
endotoksin. tsr, som ogsa ble funnet hos tre andre P. oleovorans, koder for et metyl-
aksepterende kjemotaksi-protein, som overfarer reseptorsignaler fra bindeproteiner til
flagellen. VFDB oppgir B. pseudomallei som opprinnelse, men ved flere sgk pa dette genet
ser det ut til & veere forbundet med E. coli, og uansett er det tilsynelatende ikke noe som
normalt hgrer hjemme hos P. oleovorans. Prosent coverage for dette genet 1a mellom 5 og 7,
sa det er et ganske usikkert funn i databasen. Dette genet er heller ikke identifisert med

Prokka, sa mye tyder pa at dette er en feil.

ESBL_M36_c hadde MIC-verdi for cefotaksim pa 3,5 ng/ul og 0,50 ng/ul for cefepim, altsa
ikke like resistent som ESBL_M36_a. Stammen hadde ikke helt de samme resistensgenene
heller, det ble funnet falgende: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF, mexJ, mexK, muxB,
opmH, oprM, oprN, 0gxB10, pmpM, «Bifidobacterium adolescentis rpoB mutants conferring
resistance to rifampicin». Det som skiller seg mest fra forrige stamme er mangelen pa aac-
og aph-gener, og tilstedevarlesen av oqxB10, som koder for en subenhet av OxqB, en
efflukspumpe i RND-familien, som kan gi resistens mot phenicol og fluoroquinolon. Ellers er
det gener for efflukspunper, slik som ESBL_M36_a, blant annet kan genet cpxR gi resistens
mot aminoglycosider. ESBL_M36_c ble ogsa MIC-testet med streptomycin, men her var MIC
kun 8 ng/ul. Dette er ca. midt pa stripsen og serlig sammenliknet med ESBL_M36_a, hvor
det var null hemning, sa er det ikke et spesielt ekstremt resultat. Den store forskijellen er
transferasene, som er til stede hos den veldig resistente ESBL_M36_a, men mangler hos den
mindre resistente ESBL_M36_c. Ikke bare ser det ut til at disse transferase-genene gir en
kraftig gkning i resistens, men de er ogsa gjerne kodet fra plasmider, transposoner og
integrative konjugative elementer, som betyr at denne kraftige resistensen lett kan deles med

andre bakterier.

Hva virulensgener angar, sa har stammen litt feerre, men stort sett de samme genene som
ESBL_M36_a: algC, algR, algU, algW, algz, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleR, fleS, flgB,
flgC, flgD, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, flhA, flhF, fliA, fliC, flig, fliF, fliG, flil, fliK, fliM,
fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC, motD, mtrD, mucD, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill,
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pild, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU, pscP, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP og xcpA/pilD. Legg
merke til at det her er ett nytt gen: mtrD. MtrD er multi(drug)-transporter i MtrCDE-effluks
komplekset i RND-familien. Det hadde gitt mening a plassere dette med resistensgenene, men
siden dette var et treff fra ABRIcate + VFDB, sa inkluderes genet her. «Multiple transferable
resistance» (mtr)-systemet fra Neiserria gonorrhoeae gir bakterier resistens mot mange
hydrofobe midler, som enkelte typer antibiotika, fettsyrer og vaskemidler. VFDB oppgir
Neiserria meningitidis som opprinnelse, men stort sett omtales genet i forbindelse med N.
gonorrhoeae. Uansett er det noe merkelig at dette genet dukker opp hos P.oleovorans, da
multi(drug)-efflukspumper er kodet fra kromosomet, som gjer horisontal genoverfgring
mindre sannsynlig (Alvarez-Ortega et al., 2013). Forklaringen kan kanskje ligge i homologien
i RND-familen, mexB- og mtrD-genene er ganske like (> 70% likhet) (Piddock, 2006), og at
genet har blitt tolket feil. Det gir mer mening a finne et mex-gen hos P.oleovorans enn et mtr-
gen. Sekvenseringen ga kun 6,34 % coverage, i hver prgve den ble funnet, som ikke er til &
stole pa, og genet er heller ikke & finne i Prokka-filen, sa det er fullt mulig at VFDB har
funnet en feilaktig match. Virulensmekanismene vil uansett veere ganske like, stammen har

gener for effektiv biofilmdannelse, pili, flageller, sekresjonssystem og LPS-endotoksin.

ESBL_M40_a hadde MIC-verdi for cefotaksim pa 1,5 ng/ul og 0,19 ng/ul for cefepim. Dette
var de laveste verdiene blant S-prgvene. De to andre M40-prgvene hadde hgyere MIC-
verdier, men alle M40-prgvene hadde ifalge Alberto Bombelli opphav i samme koloni, og ble
derfor antatt & veere like bakterier. Siden det var sa stor forskjell i MIC-verdi pa disse
bakteriene, ble den lite resistente ESBL_M40_a ogsa sekvensert, for & sammenlikne

stammene.

Resistensgenene hos denne stammen var: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF, mexK,
muxB, opmH, oprM, oprN, 0gxB10, pmpM og «Bifidobacterium adolescentis rpoB mutants
conferring resistance to rifampicin». Virulensgenene var: algC, algRr, algU, algW, algZ,
chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleRr, fleS, flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, flgN,
flhA, fIhF, fliA, fliC, flig, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ, fliR, motA, motB, motC,
motD, mtrD, mucD, mucP, pilA, pilB, pilG, pilH, pill, pild, pilM, pilO, pilR, pilT, pilU, waaA,
waaC, waaF, waaG, waaP og xcpA/pilD. Dette gjgr stammen ganske lik som ESBL_M36_c,
den har ingen nye typer gener eller mekanismer. Den var heller ikke spesielt resistent mot
streptomycin, med en MIC pa 4 ng/ul. Veksten pa MH-skalen var ogsa ekstremt svak, men
det kan skyldes feil pa laben, som at for fa bakterier ble tilsatt NaCl-lgsningen, eller at det

ikke ble blandet godt nok. Eller det kan rett og slett vere at denne stammen ikke taler MH sa
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godt, det er jo allerede sett at preve 13(1) ble fullstendig hemmet av dette mediet, sa det er
ikke utenkelig at ESBL_M40_a ikke trives pa det heller. Dette har trolig ikke pavirket MIC-
resultatet i noen relevant grad, da det hemningssonen var tydelig, veksten utenfor var bare
veldig svak. Denne stammen burde ogsa ha blitt testet med tetracyclin, siden Prokka
identifiserte tetO-genet hos denne bakterien, som koder for et beskyttelsesprotein, men som
med mye annet i denne oppgaven, ble det ikke anledning til ytterligere tester etter
Coronatiltakene. Dette genet er plasmidkodet sa det er interessant uansett om det er MIC-

testet eller ikke, men det er synd & ikke ha tall pa det.

ESBL_M40_b hadde MIC-verdi for cefotaksim pa 3,5 ng/ul og 0,38 ng/ul for cefepim.
Resistensgenene funnet hos denne stammen var: cpxR, emrE, mexA, mexB, mexE, mexF,
mexJ, mexK, muxB, opmB, opmH, oprM, oprN, ogxB10, pmpM og «Bifidobacterium
adolescentis rpoB mutants conferring resistance to rifampicin». Virulensgenene funnet var:
algC, algR, algU, algWw, algZ, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ, fleR, fleS, flgB, flgC, flgD, flgF,
flgG, flgH, flgl, flgK, flgN, flhA, flhF, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ,
fliR, motA, motB, motC, motD, mtrD, mucD, mucP, pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pild, pilM,
pilO, pilR, pilT, pilU, pscP, tsr, waaA, waaC, waaF, waaG, waaP og xcpA/pilDalgC. Det er
ingen nye gener hos denne stammen, den ligner de lite resistente ESBL_M36_c og
ESBL_M40_a, og hadde ogsa en tilsvarende middels MIC-verdi for streptomycin, med 6

ng/ul.

ESBL_M40_c hadde MIC-verdi for cefotaksim pa 12 ng/ul og 3 ng/ul for cefepim.
Resistens-genene funnet er akkurat de samme som ble funnet hos den veldig resistente
ESBL_M36_a, som ogsa hadde hgye MIC-verdier pa cefotaksim og cefepim. MIC-testen for
streptomycin var hos denne ogsa ekstrem, med MIC pa > 1024. Det er grunn til a tro at
aac(6')-1b7, aph(3")-1b (strA) og aph(6)-1d (strB) (som koder for transferaser, og kan kodes
fra mobile genelementer), som kun ble funnet hos bade ESBL_M36_a og ESBL_M40 c, er
mye av grunnen til at disse to stammene fullstendig dekket skalene med vekst. Stammene som
manglet disse genene, men ellers var veldig like, fikk middels MIC-verdier, hverken veldig
haye eller veldig lave. Virulensgenene er ogsa akkurat de samme som den resistente
ESBL_M36_a, med unntak av ett ekstra gen som ble funnet her: pvdH. pvdH-genet er
ansvarlig for syntese av en pyoverdine, som er en jernkelaterende forbindelse. Bakteriene
stjeler jern fra mitokondriene til vertscellen, og mitokondriene gdelegges av denne prosessen.
Totalt sett har denne stammen altsa resistensgener som kan spres lettere enn andre, som ogsa

tilsynelatende er sveert effektive, og den har virulensfaktorer for effektiv biofilmdannelse, pili,
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flageller, sekresjonssystem og LPS-endotoksin, i tillegg til at den kan skade mitokondriene.
Det er ikke kjent om det er akkurat denne bakterien som har gjort kuen den kom fra syk,
sannsynligvis er det ikke det, da dette er en opportunist som ikke er mest kjent for a forarsake
sykdom. Den er heller ikke en vanlig arsak til mastitt (Whist, 2020). Den vil nok likevel
kunne gjere stor skade om den underliggende arsaken til sykdommen gir den et godt fotfeste,

men det mest bekymringsverdige er bakteriens potensiale for & spre resistensgener.

Siden ESBL_M36_a og ESBL_M40 _c er sa ekstremt resistente i forhold til de andre
pseudomonadene, kan det tyde pa den opprinnelige M36-kolonien og den opprinnelige M40-
kolonien ikke var renkulturer. Det er heller ikke sikkert at alle disse bakteriene er av samme
art likevel, siden ESBL_M36_a og ESBL_M40_c var sa veldig forskjellige fra de andre S-
stammene. Basert pa rMLST-resultatene vist i tabell 36 og i vedlegg 3, sa er det like
sannsynlig at de to resistente stammene er Pseudomonas alcaliphila eller Pseudomonas
indoloxydans som at de er P. oleovorans. Det var ogsa disse to stammene hvor det var mest
tvil om art. Samtidig, sa lenge det er snakk om mobile gener, er det fullt mulig at alle er av
samme art, men disse to bakteriene har fatt tilfgrt ekstra gener som de andre mangler. Det er
ogsa verdt & legge merke til at bdde ESBL_M36_a og ESBL_M40_c hadde ampC-genet,
ifalge Prokka, sa de har begge genet for en betalaktamase, som ogsa skiller dem fra de andre
S-bakteriene.

Om alle pregvene hadde blitt sekvensert med MiSeq og MinlON, og Galaxy hadde handtert alt
av long reads-data, sa hadde det muligens blitt funnet flere gener. Nanopore er fortsatt en ung
metode, sa det han hende det vil ta litt tid for Galaxy kan handtere disse dataene like enkelt
som data fra Illumina. Av de tre prgvene hvor begge typer data var tilgjengelig og Unycicler
fungerte, var det kun ett eneste nytt gen som ble funnet. Forhapentligvis er det ikke ekstremt
mye informasjon som har gatt tapt. Det ble generelt funnet mange flere og helt forskjellige
gener hos S-bakteriene enn F-bakteriene, men alle S-bakteriene skal vaere den samme arten.
Det er vanskelig a si om det ville veert tilsvarende om noen av S-bakteriene var en annen type
bakterie. Pa grunn av Coronaviruset er det ikke mulig & undersgke hvilke av de forskjellige S-
bakteriene som kommer fra den samme kua. Det er heller ingen pseudomonader blant F-
bakteriene, sa det er vanskelig a si om det er noe annet enn art som pavirker antallet og hvilke
gener som ble funnet. Hos F-bakteriene er det helt sikkert at de ikke er fra samme ku, da dette
er markert i de opprinnelige pravenavnene. Hos F-bakteriene er den samme arten ganske lik

mellom forskjellige kuer, men det er uansett snakk om ganske fa praver, sa det er ikke
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ngdvendigvis sa veldig palitelig informasjon. Sannsynligvis er det for fa S-praver til at det

ville veert spesielt nyttig informasjon uansett.

Det er ikke undersgkt nok praver til at det er nyttig a si noe om resistensfrekvenser heller, og
bakteriene kommer ikke fra noe tilfeldig utvalg, sa det er lite relevant statistikk a jobbe med
her. Det som derimot er mulig, er a se hvilke typer antibiotika de sekvenserte bakteriene kan
veere resistente mot. Det er flere forskjellige gener som kan gi resistens mot samme type stoff,
og det er ogsa flere enkeltgener som kan gi resistens mot flere forskjellige typer stoff. Hvilke

stoffer det var mest resistens mot hos bade F-praver og S-praver er vist i figur 16:
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Figur 16 viser hvor mange gener funnet med NCBI og CARD hos de sekvenserte bakteriene som gir resistens mot forskjellige
typer antibiotika. Antibiotika pd x-aksen og antall gener som gir resistens mot antibiotikumet pG y-aksen.

Figur 16 viser mot hvilken type stoff det var funnet mest (potensiell) resistens i databasene
CARD og NCBI, pa tvers av bakteriene, basert pa hvor mange gener det ble funnet som kan
gi resistens mot stoffet. Siden Prokka-dataene ikke er hentet fra samme sted, og det derfra kun
er hentet et utvalg av det som sa mest relevant og interessant ut, er dette ikke inkludert i

grafen. Det er ikke mulig & si noe om andelen resistente bakterier i melk, da prevene er hentet
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fra glyserolstocks, og ikke fra et kjent volum med melkeprgve. Det er for sa vidt mulig a si
noe om hvor stor andel av F-prgvene som var resistente, som er 9 av 81, men dette blir
misvisende da prgvene ble valgt ut basert pa hvor sannsynlig det var at resistens ville bli
oppdaget. Fra S-prgvene gir det enda mindre mening, da disse ble valgt ut fordi de allerede
var bekreftet resistente, sa 12 av 12 var resistente der. Med et lite, og ikke-tilfeldig utvalg blir
kvantitative resultater lite relevante, sa det er ngdvendig & fokusere mest pa de kvalitative

resultatene.

Ut ifra figur 16, er det mest resistens mot tetracyclin og fluoroquinolon og lite mot blant annet
pleuromutilin og streptogramin. Kloramfenikol-resistens er det ogsa lite av, da kun 15(1)
hadde mulig resistens mot dette, gitt av dha-1-genet, som ikke ble funnet hos noen andre

stammer, og resistensen blir ikke gitt av andre identifiserte gener.

Tetracyclin er et bakteriostatisk stoff som hemmer veksten til bakterien nar det forhindrer
translasjon ved a stanse binding av aminoacyl tRNA til ribosomet. Tetracyclin ble oppdaget
pa 1940-tallet og har blitt hyppig brukt mot Gram-positive og Gram-negative bakterier for a
bekjempe infeksjoner, i tillegg til at det har blitt preventivt tilsatt dyrefor. Resistens er som
kjent kraftig korrelert med hyppig bruk av antibiotika, og den farste tetracyclin-resistente
bakterien, en Shigella dysenteriae, ble isolert allerede i 1953. Siden da har resistensen bare
gkt, og gker fortsatt, hos bade patogene, opportunistiske og kommensale bakterier.
Tetracyclin-resistens oppstar ofte takket veaere nye ervervede gener, som gir effluks-
egenskaper, eller muligheten til & beskytte ribosomene mot antibiotikumet. Dette er gener som
ofte sitter pa plasmider eller i transposoner (Chopra & Roberts, 2001). | sekvenseringen ble
det funnet mange forskjellige efflukspumper som gir bakterien evnen til & kvitte seg med
tetracyclin, samt et gen som koder for beskyttelsesproteinet TetM, som spesifikt beskytter
ribosomet mot dette stoffet. Efflukspumper er gjerne noe bakterien har uavhengig av klinisk
bruk av antibiotika, og tetracyclin er et stoff som produseres av andre mikroorganismer, sa det
gir mening at det skal vere en del naturlig resistens pa plass allerede, men det er all grunn til a
tro at gkt forbruk av tetracyclin vil drive frem kraftigere og mer spredt resistens mot stoffet.
Gener som gir resistens mot tetracyclin ble funnet hos alle artene som ble testet, bade F-
bakterier og S-bakterier. Det ble ogsa funnet mye av dette med Prokka, som stemmer bra med

trenden vist i figur 16.

Quinoloner ble farst oppdaget pa 1960-tallet, men i lgpet av 1970- og 1980-tallet ble
fluoroquinolonene utviklet, som har et mye bredere spekter. Denne typen antibiotika har blitt
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mye brukt, og resistens har, som hos mange andre effektive midler, blitt et problem. Resistens
mot dette stoffet oppstar gjerne pa grunn av mutasjoner som endrer binde-setene i DNA
gyrase (Pham et al., 2019), og det var mange forskjellige isolater som hadde resistensgener for
dette stoffet, som med tetracyclin, minst én representant fra hver art undersgkt. Siden
fluoroquinolon er et syntetisk stoff, som ikke har veert i bruk like lenge som for eksempel
tetracyclin, sa var det litt uventet a finne s mye potensiell fluoroquinolon-resistens. Samtidig
er det verdt a legge merke til at det kun er funnet effluks-resistens mot dette stoffet hos disse
prgvene, og ingen muterte gyrase-gener, sa det kan vare en stor grad av «tilfeldig» resistens
her, hvor bakteriene allerede har et effluks-system pa plass for a beskytte seg mot eksisterende
trusler, og er heldige nok til & kunne kvitte seg med andre syntetiske stoffer ogsa. A finne
spesialisert resistens mot tetracyclin hos bakterier fra melken til kyr som aldri har fatt
antibiotika gir mer mening enn a finne spesialisert resistens mot fluoroquinoloner, da
tetracyclin produseres naturlig av mikroorganismer, mens fluoroquinoloner er syntetisk
fremstilt. Efflukspumpene som gir resistens mot dette stoffet pumper ikke spesifikt
fluoroquinoloner, sa bakteriene med resistensgener mot dette stoffet er altsa kanskje ikke
direkte resistente. Og igjen sa er det viktig & huske pa at resistensgener ikke ngdvendigvis gir
en hgy grad av resistens: seks bakterier som hadde genene for efflukspumper som kan kvitte
cellen med fluoroquinoloner ble MIC-testet med ciprofloxacin-strips, og det var kun prgve
4(1) som viste en relevant grad av resistens mot stoffet. Denne resistensen kan godt komme
av en tilfeldig utvikling, eller ha blitt fremtvunget hos tidligere generasjoner som har blitt
utsatt for antibiotika, men om det har skjedd, eller hva slags antibiotika det eventuelt var, er
det ikke mulig a si noe om. Det som kan sies er at klinisk, ervervet resistens mot et syntetisk
stoff tilsynelatende kan finnes hos bakterier fra floraen til kyr som selv aldri har inntatt det
syntetiske stoffet. Selv om de fleste bakteriene med efflukspumper som kan fjerne
fluoroquinoloner likevel er ganske sensitive, er det alltids en risiko for sma endringer som kan
gjere pumpene mer effektive, som er langt mer sannsynlig om bakterien skulle veere utsatt for
varig antibiotika-eksponering, sa det er verdt a tenke pa at genene er der, selv om de ikke er

en sarlig trussel pa dette tidspunktet.

Streptogramin-antibiotika, som det var lite resistens mot, ble oppdaget for over 50 ar siden,
men ble ikke far etter 2000-tallet for tatt i bruk som legemiddel, sa det gir mening at det ikke
er like mye resistens mot dette stoffet som mange andre som har blitt brukt lenge og hyppig.
Stoffet angriper 50S og hindrer translasjon i cellen, og resistensutvikling kan skje pa mange

mater, bade gjennom modifisering av angrepspunktet, effluks og enzymatisk modifisering av
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stoffet (Johnston et al., 2002). | sekvenseringen av prgvene ble det kun funnet ett gen som gir
resistens mot dette stoffet, nemlig isaA-genet, funnet hos E. faecalis, som gir

effluksmuligheter.

Denne pumpen kan ogsa gi resistens mot pleuromutilin, et stoff oppdaget pa 1950-tallet
(Paukner & Riedl, 2017) som ogsa binder til 50S for a forhindre translasjon. EfrAB-pumpen
og NorA-pumpen kan ogsa pumpe ut dette stoffet, sa potensiell resistens mot pleuromutilin
ble funnet hos bade E. faecalis, S. epidermidis, S. haemolyticus og S. aureus. Det var
imidlertid liten grad av resistens mot stoffet, ssmmenliknet med de andre funnene. Stoffet
brukes til veteringermedisin, og resistens mot dette har generelt veert lite vanlig (Paukner &
Riedl, 2017), sa det gir mening at det ikke ble funnet en hgy grad av resistens i de testede

isolatene.

Kloramfenikol ble i 1947, og virker ved & binde til 50S og inhibere peptidyl transferase-
aktiviteten i ribosomet. Pa 1950-tallet ble det brukt ganske hyppig mot flere tilstander, fra
akne til bakteriell meningitt. Stoffet ble mindre populart i lgpet av 1960-tallet, da uhendige
bivirkninger ble oppdaget, blant annet dadelig aplastisk anemi, og er fortsatt lite brukt i dag
(Wiest et al., 2012). Som beskrevet i seksjon 1.1 i innledningen er det normalt trygt &
administrere stoffer som angriper prokaryote ribosomer, men her er det altsa et godt eksempel
pa at det ikke alltid er tilfelle. Denne oppgaven har kun én stamme med ett gen for
kloramfenikol-resistens, og generelt ganske fa prever, sa det er urimelig & pasta at dette
faktisk reflekterer virkeligheten. Likevel gir det absolutt mening at det skal veere lite resistens
mot stoffet nar forbruket har veert sa lavt de siste 60 arene. Det ville ikke ha vart forventet a

finne mer resistens mot dette.

Det som det derimot var forventet & finne mer resistens mot, var betalaktam-antibiotika.
Betalaktamer er i dag den mest brukte klassen av antibiotika, og var i tillegg den farste
varianten som noen gang ble tatt i bruk i medisin, da penicillin er en betalaktam (Bush &
Bradford, 2016). Sa det hadde ikke vert overraskende om det var en overvekt av betalaktam-
resistens hos de undersgkte bakteriene. Det ble for sa vidt funnet potensiell resistens mot flere
betalaktamer, bade penam (mest), carbapenem, monobactam, cefalosporin, cephamyicn, og
penem (minst), men all den resistensen skyldes lite spesifikke pumper. Et unntak virket a
veere hos prave 15(1), S. aureus, hvor dha-1-genet ble funnet, som farst ble identifisert som
en betalaktamase som kan gi resistens mot cefamycin og cefalosporin, men ved naermere

undersgkelser viste det seg at dette genet slettes ikke koder for en betalaktamase. Istedet koder
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det for en MFS-transporter, sa ingen betalaktamaser ble faktisk identifisert via CARD eller
NCBI. Det ble derimot funnet ved sgk i Prokka-filen: prave ESBL_M36_a og ESBL_M40 ¢
har tilsynelatende et gen som koder for en betalaktamase, nemlig ampC-genet. Disse
bakteriene vokste pa ESBL-skaler, sa det er kanskje ikke veldig overraskende at de produserer
betalaktamase. Samtidig ble ikke funnet noen betalaktamaser hos de andre ESBL-prgvene, sa
det er ikke en selvfglge at dette identifiseres hos bakterier som kan vokse pa slikt medium.
Jevnt over var det pa ingen mate noen overvekt av betalaktamaser hos noen av bakteriene,
som det egentlig var forventet & finne mer av, men igjen sa var dette et ganske snevert utvalg,
sa det er godt mulig det hadde blitt funnet flere betalaktamaser med et stgrre utvalg av praver.
Uansett om det er betalaktamaser som gjar bakterien resistent, eller om det er pumper, sa er
en resistent bakterie fortsatt resistent, og det vil vaere like utfordrende a behandle en eventuell
infeksjon. Selv om gener utviklet spesifikt mot spesielle typer antibiotika kanskje er mer
spennende & studere, vil pumper uansett kunne gi resistens. Dessuten kan efflukspumper virke
synergistisk med andre resistensmekanismer, og er dermed viktige a ta hensyn til (Li et al.,
2015).

Det var en klar overvekt av resistens forarsaket av efflukspumper, hvor medlemmer fra alle de
fem hoved-familiene var representert. Selv om det er kjent at enkelte gener for Gram-positive
pumper kan overfgres via plasmider, er efflukspumper jevnt over kjent som kromosomalt
kodede gener som gir naturlig resistens, sa overvekten av resistens hos disse pravene er
naturlig (Reygaert, 2018). Dette er kanskje et litt «kjedelig» resultat, litt avhengig av hvem
man spar. Om man studerer utviklingen og spredningen av resistens, sa vil «gamle», naturlige
resistensgener kanskje ikke vere sa spennende, men nar det gjelder behandling av sykdom, s
er resistens resistens, uavhengig av hva slags mekanisme som gir denne resistensen. Dessuten,
som antydet med NorA-pumpen hos prgve 4(1), kan en naturlig forekommende resistens bli
kraftigere. Basert pa informasjonen i denne oppgaven er det grunn til a tro at gkt bruk av
antibiotika kan medfare gkt effekt av naturlig resistens, da dette legger kraftig selektivt press
pa bakteriene, sa dette er fortsatt nyttige funn. Mutasjoner som gir resistens hos en bakterie er
a anse som ervervet resistens. 4(1) er muligens en NorA-mutant, mens andre stammer har
gener med kjente mutasjoner, som for eksempel stammene med mutert rpoB- eller dfr, som
vil modifisere angrepspunktet til antibiotika. Naturlig resistens er fortsatt interessant, serlig
nar dette kan forsterkes, men det er som oftest ervervet resistens som er i fokus nar man

studerer resistensutvikling. Spesielt dersom egenskapen kan deles mellom bakterier.
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ESBL_M36_a, ESBL_M40 c, 11(4) og 16(4) (P. oleovorans og E. faecalis) hadde slike
gener. Disse koder for AAC(6')-1b7, ANT(6)-la, APH(3")-1b (StrA), APH(6)-1d (StrB) og
ANT(9)-1a som alle gir resistens ved a inaktivere streptomycin, og som lett kan spres mellom
bakterier i naer kontakt, og videre med de nylig transformerte bakteriene. Prokka-funnet TetO

som beskytter mot tetracyclin er som nevnt ogsa kjent for & kunne spres via plasmider.

Hvor kommer disse genene fra? Bakterier har lenge hatt behov for & beskytte seg mot
skadelige stoffer, sa naturligvis har mye resistens oppstatt uavhengig av antibiotika som
legemiddel, som for eksempel flere typer efflukspumper. Mutasjoner i pumpe-gener kan gjare
dem mer effektive, og dette kan ha blitt drevet frem av antibiotika-bruk. Prgve 4(1), for
eksempel, kan godt veere en stamme som har veert i kontakt med antibiotika tidligere, for den
havnet i kuen som prgven ble hentet fra. Bakterier sprer seg lett i miljget, og den kan komme
fra nesten hvor som helst. Bakteriegener spres naturligvis ogsa sammen med bakteriene, og i
tilfeller hvor genene er lett overfarbare, som for eksempel om de sitter i plasmider, vil gener

kunne spre seg til flere bakterier og til flere arter som et stadig forgrenende spredningsnett.

Det var flere av pravene som ikke viste en hgy grad av resistens mot antibiotikaene de ble
MIC-testet med, men det er viktig a veere tydelig pa at de kan veere resistente mot stoffer det
ikke har blitt testet med. Det er nyttig & vite at bakterien er resistent, selv mot kun én type
antibiotika, om man snakker om behandling av infeksjoner, fordi da kan den behandles med
noe annet. Men sa lenge resistens eksisterer, sa kan det potensielt spres, sa om en bakterie kun
er resistent mot én eneste ting, sa ma man ogsa vurdere om denne resistensen kan spre seg til
en annen bakterie som er resistent mot mange andre typer antibiotika allerede. Denne vil man

da ikke ngdvendigvis kunne behandle.

Dessuten vet man ikke hvordan en eventuell sykdom ville ha artet seg dersom noen skulle bli
smittet med disse bakteriene. Stammene i denne oppgaven hadde flere virulensgener i tillegg
til resistensgenene, og en antibiotika-sensitiv bakterie kan ha virulensfaktorer som for det
farste kan gjere skade far infeksjonen kureres, og for det andre som kan beskytte bakterien.
Antibiotika virker i samarbeid med kroppens immunsystem, det er ikke meningen at
antibiotika helt alene skal handtere en infeksjon (Ankomah & Levin, 2014), sa selv om
bakterien er noe sensitiv for en type antibiotika, kan effektiv immununnvikelse likevel gjare
bakterien problematisk. Biofilm er for eksempel en virulensfaktor, men kan hjelpe bakterien a
overleve antibiotika, og mange virulensgener sloss direkte mot vertens immunsystem, for
eksempel ved a skade immunceller. Dette kan gjare bakterien mer alvorlig i en infeksjon, selv
om den i utgangspunktet er ganske sensitiv for medisiner, og det kan sgrge for at en

126



bakteriestamme vil overleve lenge nok med tilstedevarelse av antibiotika til at de kan utvikle
en hgyere grad av resistens. At bakterien er sensitiv in vitro, trenger da ikke ngdvendigvis a

bety at den er like lett & behandle in vivo.

Det ma ogsa nevnes at i tillegg til manglende MIC-tester, sa er det ogsa mulig at noen av
prgvene var resistente mot noe de ikke ble dyrket med. CRE-, ESBL-, og MRSA-skaler har et
bredt spekter av antibiotika, men det er ikke umulig at noen av de negative prgvene kunne ha
vokst pa en annen type skal, med en annen type antibiotika, om det hadde veert tilgjengelig.
Det finnes mye antibiotika, og ikke alle disse typene er inkludert i de tre mediene benyttet i
denne oppgaven. Det er heller ikke umulig at noen av bakteriene som ikke vokste pa skal
hadde veldig spennende virulensgener, men dette finner man ikke ut med mindre man
helgenomsekvenserer alle mulige praver og det er ikke gkonomisk forsvarlig. Men selv om
enkelte interessante gener kanskje har sluppet unna deteksjon, spesielt fra noe manglende data

fra sekvenseringen, sa ble det funnet ganske mange interessante resistens- og virulens-gener.

4.4 Melkeprgvene

Denne delen skulle i utgangspunktet veere hoveddelen av denne oppgaven, fordi her skulle det
veere mulig d beregne andel resistente bakterier, si noe nyttig om hvilke resistente arter som
ble funnet, hvilke det var flest av, og lignende, men som beskrevet i resultatene ble det ikke
funnet noen resistente bakterier her. Det er for sa vidt bra, fordi det er tross alt ikke gnskelig &
finne resistens i melk, men det gjer statistikken for denne oppgaven sveart enkel og lite
diskuterbar. Som forklart i seksjon 3.11 i resultater var det ingen positive resultater i hverken
den farste runden, eller i de to ytterligere rundene utfgrt av Stina Cathrin Nautnes. Det ble
diskutert om det skulle testes med lavere konsentrasjoner av antibiotika, eller om andre
alternative lgsninger skulle prgves, men siden melkepravene ikke kunne hentes sa tidlig i
oppgaveforlgpet som det var planlagt, var det knapt med tid igjen. Det var usikkert om det
hadde blitt tid til & utfare alle testene som har blitt utfart pa F- og S-bakterier pa eventuelle
resistente bakterier som vokste frem fra melkeprevene, men da pandemien var et faktum ble

valget tatt av seg selv: det hadde ikke vaert mulig, selv om det hadde veert tid nok.
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4.5 Videre forskning/forslag til endringer i oppgaven

Den beste endringen i denne oppgaven ville trolig ha veert a ikke skrive den i lgpet av en
pandemi. Dersom laben ikke hadde blitt stengt pa grunn av Coronautbruddet, burde det ha
veert utfgrt flere MIC-tester og preve 5(1) burde ha veert sekvensert pa nytt, da det var for lite
data & jobbe med. De resterende S-bakteriene burde ha blitt undersgkt med PCR, og alle
prgvene burde dessuten ha vert sekvensert med bade MiSeq og MinlON (forutsatt at det

hadde veert mulig a fa Unicycler til a fungere hver gang).

Melkepravene burde ha vert hentet mye tidligere i oppgaveforlapet, slik at flere tester kunne
ha blitt utfert, og det er nok et problem at det kun er 100 pul som tas ut fra hver flaske, det er
godt mulig at enkelte bakterier slipper unna deteksjon pa denne maten. Hadde dette veert
vann, ville det veert mye enklere, fordi da kunne hele praven ha blitt trukket gjennom et filter
for & fange opp bakterier fra hele praveflasken. Melk er for tyktflytende til at dette hadde veert
mulig, i hvert fall med det utstyret som var tilgjengelig. Det hadde ogsa veert fint om mer av
informasjon om kyrne hadde vert tilgjengelig, i det minste hvilke kyr som var fra hvilken
gard, men igjen sa hadde dette trolig veert mer relevant om det var snakk om et stgrre utvalg.
Hadde det veert kjent pa forhand at melkeprgvene skulle komme frem sa sent som de gjorde,
og at de ikke skulle gi ett eneste positivt resultat, ville det trolig blitt hentet opp flere isolater
fra fryseren, da starre utvalg alltid er bedre. Dette er ting som ville ha gjort oppgaven mer

komplett, men som det ikke var mulig & gjgre noe med.

Ellers er det et par ting som kunne ha utvidet oppgaven, som det kunne ha veert interessant a
se pa, som kanskje kan gjgres i andre oppgaver. For eksempel hadde det vert spennende a se
om den samme arten var betydelig forskjellig hos syke og friske kyr: & se om det var noen
pseudomonader blant de utestede, fryste isolatene fra melk fra friske kyr, eller noen

stafylokokker eller enterokokker blant de fra melk fra syke kyr.

Samtidig kunne det ha veert nyttig a ikke kun se pa bakterier fra friske og ubehandlede,syke
kyr, men ogsa kyr som faktisk har fatt antibiotika, for a se om de samme bakterieartene har en
annen sammensetning av gener hos kyr som har veert gjennom en antibiotikakur.
Sammensetningen av bakterier i melken er selvfglgelig ogsa spennende og viktig, og studier
av hvordan bakterier og gener sprer seg med vann og dyr, men det er trolig et litt for bredt
fokus for kun én oppgave. Det kunne ogsa ha veert et poeng a sekvensere en bakterie som ikke
viste resistens mot noe som helst, for @ sammenlikne genene hos resistente og sensitive

bakterier.
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Noe som ville veert sveert interessant hadde veert & sammenlikne resistensbakterier hos kyr
som oppholder seg nedstrams for et renseanlegg, fremfor de som ikke er i nerheten av slikt,
for & se i hvor stor grad kyrne plukker opp resistens fra anlegget. 1 tillegg kunne man ha
samlet prgver direkte fra renseanlegget, og sammenliknet dette med prgvene fra kyrne, og
eventuelt ogsa med praver fra slam, for & se hva som eventuelt slipper unna

hygieniseringstiltakene.

5. Konklusjon

Hensikten med denne oppgaven var a undersgke tilstedeveerelsen av antibiotikaresistente
bakterier fra melk fra kyr som aldri har fatt antibiotika, og se hva de eventuelt er resistente
mot, og hva slags resistensmekanismer som gir denne resistensen. Etter dyrking av isolerte
bakterier pa antibiotikaskaler, PCR for screening av resistensgener, MIC-testing og
helgenomsekvensering, kan det fgrst konkluderes med at ja, det finnes antibiotikaresistente
bakterier i melken hos kyr som aldri har fatt antibiotika. | tillegg er det vist at disse har
resistens/potensiell resistens mot mange typer antibiotika, som tetracyclin, fluoroquinoloner,
rifampiner og betalaktamer. Dette betyr at det ble funnet forsvarsmekanismer mot alle de fire
typiske angrepspunktene til antibiotika, nemlig proteinsyntesen, DNA-syntesen, RNA-
syntesen og cellevegg-syntesen. Flere av bakteriene hadde ogsa gener som kan gi resistens
mot peptid-antibiotika, som generelt virker ved a forstyrre cellemembranen, sa selv om dette
angrepunktet ikke har veert i fokus, er det verdt & nevne at det ble funnet
beskyttelsesmekanismer for dette ogsa. Resistensmekanismene som ble oppdaget var bade
beskyttelse av angrepspunktet, inaktivering av antibiotika, modifisert angrepspunkt og i all
hovedsak efflukspumper. Mye av dette var naturlig resistens, men MIC-testene viste enkelte
tilfeller hvor ECOFF var oversteget, som antyder en ervervet egenskap. Enkelte av genene
som ble funnet er ogsa kjent for & kodes fra mobile genelementer, som kan bidra til gkt

spredning av resistens. Nedenfor fglger en oppsummering av de viktigste resultatene:

129



Prave 4(1), S. haemolyticus:

e Kilinisk resistent mot ciprofloxacin
e ECOFF oversteget for ciprofloxacin

Prave 11(4), E. faecalis:
e MGE: ant(6)-la
Prave 16(4), E. faecalis:

Klinisk resistent mot streptomycin
ECOFF oversteget for streptomycin
MGE: ant(6)-la og ant(9)-la (spw)
ECOFF oversteget for tetracyclin

Prove ESBL_M36_a, P. oleovorans:

e Selv om clinical breakpoint ikke er oppgitt, dekket bakteriene nesten hele skalen med
vekst ved MIC-testing med cefotaksim-strips

e Selv om clinical breakpoint og ECOFF ikke er oppgitt, dekket bakteriene nesten hele
skalen med vekst ved MIC-testing med streptomycin-strips

e MGE: aac(6')-1b7, aph(3")-1b (strA) og aph(6)-1d (strB)

Preve ESBL_MA40_a, P. oleovorans:
e MGE: tetO
Preve ESBL_MA40 _c, P. oleovorans:

e Selv om clinical breakpoint ikke er oppgitt, dekker bakteriene nesten hele skalen med
vekst ved MIC-testing med cefotaksim-strips

e Selv om clinical breakpoint og ECOFF ikke er oppgitt, dekker bakteriene nesten hele
skalen med vekst ved MIC-testing med streptomycin-strips

e MGE: aac(6')-1b7, aph(3")-Ib (strA) og aph(6)-1d (strB)

Det ble ogsa funnet flere virulensgener hos alle de resistente bakteriene, som kan bidra til en
kraftigere infeksjon, og i noen tilfeller kanskje ogsa okt resistens. A begrense bruken av
antibiotika hos kyr bar hjelpe med a bremse utviklingen av resistens. Likevel kan man se at
ubehandlede kyr kan vare baerere av bakterier med klinisk relevante, ervervede
resistensgener, som kan spres videre i miljget. Dette ber det tas hensyn til ved videre
overvakning og kartlegging av utvikling og spredning av antibiotikaresistens, da det kan vere

et ledd i a avdekke hvordan resistente mikrober kommer inn i matkjeden.
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Vedlegg

Vedlegg 1

Informasjon om henting av melkeprgver, fra seniorforsker Roger Meisal, gjengitt i sin helhet:

«National Mastitis Council Procedures for Collecting Milk Samples:

Proper collection of milk samples is of paramount importance for identification of mastitis
pathogens. Aseptic technique is an absolute necessity when collecting milk samples to prevent
contamination by organisms found on the cows' skin, udder, and teats; hands of the sampler;
and in the barn environment. Contaminated samples result in misdiagnosis, increased work
and expense, confusion, and frustration. Contamination can be avoided by following the

procedures described below.
Materials for Sampling

*Sterile vials or tubes

*70% alcohol (ethyl or isopropyl)

*Cotton balls or gauze pledgets soaked in 70% alcohol, or commercially prepared,

individually packaged alcohol swabs
*Cooler with ice or freezer packs for storing samples
*Racks for holding sample tubes or vials while sampling cows, and for cooler storage

*Disinfectant for cleaning teats (effective germicidal products used for premilking teat

disinfection are recommended)
*Paper towels or individual cloth towels

*Means of identifying samples: permanent ink pen (with ink that is stable in both water and
alcohol) or typed labels

Sampling Technique
*Label tubes prior to sampling (date, farm, cow, quarter).

*Brush loose dirt, bedding, and hair from the udder and teats. Thoroughly wash and dry
grossly dirty teats and udders before proceeding with sample collection. Udders should be
washed as a last resort.
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*Discard several streams of milk from the teat (strict foremilk) and observe milk and

mammary quarters for signs of clinical mastitis. Record all observations of clinical signs.

*Dip all quarters in an effective premilking teat disinfectant and allow at least 30 seconds

contact time.
*Dry teats thoroughly with an individual towel.

*Beginning with teats on the far side of the udder, scrub teat ends vigorously (10 to 15
seconds) with cotton balls or gauze pledgets moist (not dripping wet) with 70% alcohol. Teat
ends should be scrubbed until no more dirt appears on the swab or is visible on the teat end. A
single cotton ball or alcohol swab should not be used on more than one teat. Take care not to
touch clean teat ends. Avoid clean teats coming into contact with dirty tail switches, feet, and
legs. In herds where cows are not cooperative, begin by scrubbing the nearest teat until clean,

obtain the sample, and move to the next teat

*Begin sample collection from the closest teat and move to teats on the far side of the udder.
Remove the cap from the tube or vial but do not set the cap down or touch the inner surface of
the cap. Always keep the open end of the cap facing downward. Maintain the tube or vial at
approximately a 45 degree angle while taking the sample. Do not allow the lip of the sample
tube to touch the teat end. Collect one to three streams of milk and immediately replace and

tightly secure the cap. Do not overfill tubes, especially if samples are to be frozen.

*To collect a composite sample (milk from all four quarters in the same tube), begin sample
collection with the nearest teats and progress to the teats on the far side of the udder. One to 2

ml of milk should be collected from each quarter of the udder.

*When samples are taken at the end of milking or between milkings, teats should be dipped in

an effective germicidal teat disinfectant following sample collection.

*Store samples immediately on ice or in some form of refrigeration. Samples to be cultured at

a later date (more than 48 hours) should be frozen immediately.

Source: Microbiological Procedures for the Diagnosis of Bovine Udder Infection and
Determination of Milk Quality. [NMC publication, 2004]

- Forskjellene var at det ble brukt jod spray og ikke dipp. I tillegg ble kyrne melket til
de var nesten tomme far desinfeksjon og prevetaking. Handmelking rett i 50 ml rar.»
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Vedlegg 2

Figur 17 viser alle prgver som ble testet med PCR multipleks, med en 100 bp ladder

Ladderen vist i figur 17 er ikke spesielt bra, men dette var tilfelle for alle geler som ble kjort
med denne ladderen. Den er kanskje tint og fryst for mange ganger, sa alt som synes er 400 og
800 bp. Det vises ogsa at 16S ikke er synlig hos i hvert fall prave 36c eller 40b. Dette kan
skyldes for mye DNA, da disse hadde de hgyeste verdiene i Qubit-malingene. 40a er ogsa
ekstremt svak for 16S, men denne hadde en Qubit-verdi mellom 36a og 40c, altsa de to
prgvene som hadde tydelige band, sa det er neppe DNA-konsentrasjonen som er problemet
her. Muligens var det en pipetteringsfeil. Det er ogsa tydelig at det er enkelte andre svake
band pa gelen, men alle disse er dpenbart stgrre enn 16S, siden de ligger sa langt bak pa gelen.
16S var det starste av det som ble testet, sa alt som havner bak dette vil vaere starre, og ikke

av interesse.
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Vedlegg 3

Tabell 51 viser rMLST-resultatene for alle sekvenserte praver

Prove Rank Taxon Support
ESBL M36 c SPECIES Pseudomonas oleovorans

ESBL M36 ¢ SPECIES Pseudomonas sihuiensis

ESBL M36 c SPECIES Pseudomonas toyotomiensis

ESBL M40 a SPECIES Pseudomonas oleovorans

ESBL M40 a SPECIES Pseudomonas guguanensis

ESBL M40 b SPECIES Pseudomonas oleovorans

ESBL M40 b SPECIES Pseudomonas sihuiensis

ESBL M40 b SPECIES Pseudomonas toyotomiensis

ESBL M40 c SPECIES Pseudomonas alcaliphila 32 %
ESBL M40 c SPECIES Pseudomonas indoloxydans 32 %
ESBL M40 c SPECIES Pseudomonas oleovorans 32 %
ESBL M36 a SPECIES Pseudomonas alcaliphila 32%
ESBL M36 a SPECIES Pseudomonas indoloxydans 32 %
ESBL M36 a SPECIES Pseudomonas oleovorans 32%
16(4) SPECIES Enterococcus faecalis

15(1) SPECIES Staphylococcus aureus

13(1) SPECIES Staphylococcus haemolyticus

11(4) SPECIES Enterococcus faecalis

10(4) SPECIES Enterococcus faecalis

4(2) SPECIES Staphylococcus epidermidis

4(1) SPECIES Staphylococcus haemolyticus

Prave 6(1) (S.haemolyticus (100%)) er ikke inkludert i tabell 51, da dataene fra denne
sekvenseringen ble tilgjengelig senere.
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Vedlegg 4

Tabell 52 viser alle gener som har blitt funnet i denne oppgaven, og hvor de ble funnet, sortert pG prave

Prgve |Funneti CARD Funneti NCBI Funnet med Prokka |Funnet i VFDB

10(4) |dfrE, efrA, efrB, | dfrE, IsaA, adcC, artM, azIC, cvfB, ace, bopD, bsh, clpP, cpsA,
emeA, IsaA, tetM ecsA, ecsB, ginQ, mdtL, |cpsB, ebpA, ebpB, ebpC,
tetM mdxG, mepA, metN1, ef0818, efaA, esp, fsrA, fsrB,

metN2, msmK, oppD, fsrC, fssi, fss2, gelE,
oppF, opuCD, pstA, prgB/ascl0, sprE, srtC
pstB1, pstB2, pstC,

tet(M), tmrB, yadG, yadH,

ycIP, ykpA, ytcP, yteP,

yufO, yycJ

11(4) |dfrE, efrA, efrB, | aadE, dfrE, natA, yesO ace, bopD, bsh, clpP, cpsA,
emeA, IsaA, IsaA, tetM cpsB, ebpA, ebpB, ebpC,
tetM ef0818, ef3023, efaA, esp,

fsrA, fsrB, fsrC, fssl, fss2,
gelE, sprE, srtC

13(1) |arlR, mgrA, arsR, crcB, fmtC, proP clpP, lip, sdrD
norA

15(1) |arlrR, arlS, dha- | fosB-Saur, arsR, bacA, bcr, ccmA, adsA, aur, cap8A, cap8B,

1, fosB, ImrS, tet38 crcB, cvfB, emrA, esaC, cap8C, cap8D, cap8E, cap8F,
mepA, mepR, esxB, fepD, fmtC, FosB, |cap8G, cap8H, cap8l, cap8J,
mgrA, norA, glcU, isdD, isdE, mepA, cap8K, cap8L, cap8M,
tet38 mepB, narK, norA, nupC, |cap8N, cap80, cap8P, clfA,
nupC2, ohr, phnC, phnD, | clfB, clpP, coa, ebp, esaA,
potA, proP, pstS, rarD, esaB, esaC, essA, essB,
rbsU, rho, sbnD, secF, essC, esxA, esxB, fnbA, fnbB,
SepA, tcaA, tcaB, tcaR, geh, hlb, hld, higA, higB,
telA, tetR, vraD, vraE, higC, hly/hla, hysA, icaA,
ybhR, yycJ, znuC icaB, icaC, icaD, icaR, isdA,
isdB, isdC, isdD, isdE, isdF,
isdG, lip, lukF-PV, map, shi,
sdrC, sdrD, spa, srtB, sspA,
sspB, sspC, vWbp

16(4) |ant(6)-la, dfrE, |ant(6)-la, dfrE, | acr3, arsA, arsD, yadG, ace, bopD, clpP, cpsA, cpsB,
efrA, efrB, IsaA, spw, yadH ebpA, ebpB, ebpC, ef0818,
emeA, IsaA, tetM ef3023, efaA, esp, fsrA, fsrB,
tetM fsrC, fssl, fss2, gelE, sprE,

srtC

4(1) arlR, mgrA, mdtL, tcaA, tetR clpP, lip
norA

4(2) arlr, dfrC, dfrC, fosB- arsA, arsD, arsR, bacA, clfA, clfB, hld, lip, sdrC
mgrA, norA 251804940 bcr, cadD, ccmA, crcB,

cviB, emrA, fmtC, glcU,
narK, norA, nupC, nupC2,
ohr, phnC, phnD, potA,
pstS, rarD, rbsU, rho,
secF, tcaB, telA, trkG,
vraD, vraE, yycJ, znuC
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Prgve |Funneti CARD Funneti NCBI Funnet med Prokka

Funnet i VFDB

6(1) arsR, bacA, bcr, ccmA,
crcB, cvfB, emrA, fmtC,
glcU, mdtG, mepA, mepB,
narK, norA, nupC, nupC2,
ohr, phnC, phnD, potA,
proP, pstS, gacA, rarD,
rho, secF, sepA, tcaA,
tcaB, tcaR, telA, tetR,
vraD, vraE, yycJ, znuC
ESBL_ | aac(6')-1b7, aph(3")-1b, aaeA, aaeB, acr3, acrA, | alg8, algA, algB, algC, algD,
aph(3")-Ib, aph(6)-Id acrB, ampC, arsB, arsR1, | algE, algF, algG, algl, algL,
M36_a | aph(6)-Id, arsR2, artl, artJ, ber, algP/algR3, algR, algu, algw,
cpxR, emrE, bepD, bepE, bepF, ble, algZ, chpA, chpB, clpV1,
mexA, mexB, COpA, copB, cvfB, czcA, |dotU1, fhal, fimV, fleN, fleQ,
mexD, mexE, czcC, emrA, emrB, fsr, fleR, fleS, flgB, flgC, flgD,
mexF, mexJ, glnM, InrL, mdtA, mdtB, flgg, flgF, flgG, flgH, flgl, flhA,
mexK, MuxB, mdtC, mdtH, mdtK, mexA, | fliA, fliC, flig, fliF, fliG, flil, fliJ,
opmH, oprM, mexB, nepl, ohrB, ohrR, | fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR,
oprN, pmpM, 0ogxB32, ogxB7, phnD1, hcpl, hsiB1/VipA, hsiC1/vipB,
rpoB phoP, uup, yaaA, yadG, |hsiF1, hsiG1, hsiJl,
ybiT, ycaD, ydcV, yejB, icmF1/tssM1, motA, motB,
yejE, yejF, yhdW, yhdy, motC, motD, motY, mucD,
yhesS, yojl, ytrE mucP, pilB, pilG, pilH, pill,
pild, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU,
ppkA, tagR, tsr, vgrG1la,
waaA, waaF, waaG, waaP,
XCpA/pilD, xcpQ, XcpR, xcpS,
xcpT, xcpV
ESBL_ | cpxR, emrE, ogxB10 aaeA, aaeB, acr3, arsA, algC, algR, algU, algW, algZ,
mexA, mexB, artl, artJ, bcr, bepE, bepF, | chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
M36_b mexE, mexF, bmrA, copA, copB, cviB, |fleR, fleS, flgB, flgC, flgD,
mexJ, mexK, czCA, czcB, czcC, emrB, |flgF, flgG, figH, flgl, flgK, flgN,
muxB, opmH, InrL, mdtA, mdtB, mdtC, | flhA, flhF, fliA, fliC, fliE, fliF,
oprM, oprN, mdtE, mdtK, MexA, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ,
pmpM, rpoB MexB, ohrB, ohrR, ogxB7, | fliR, motA, motB, motC,
phnD1, phoP, uup, yaaA, | motD, mtrD, mucD, mucP,
yadG, ybiT, ycaD, ydcV, | pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pilJ,
yejB, yejE, yejF, yhdW, pilM, pilO, pilR, pilT, pilu,
yhdY, yheS, yknY, ytrE pscP, waaA, waaC, waaF,
waaG, waaP, xcpA/pilD
ESBL_ | cpxR, emrE, ogxB10 arsA, CopA, czcA, czcB, |algC, algR, algU, algW, algZ,
mexA, mexB, czcC, mdtB, tetO, ydcU, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
M40_a | mexE, mexF, ydcV, yhdw, yhdY fler, fleS, flgB, figC, figD,
mexK, muxB, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK,
opmH, oprM, flgN, flhA, flhF, fliA, fliC, flig,
oprN, pmpM, fliF, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP,
rpoB fliQ, fliR, motA, motB, motC,

motD, mtrD, mucD, mucP,
pilA, pilB, pilG, pilH, pill, pild,
pilM, pilO, pilR, pilT, pilu,
waaA, waaC, waaF, waaG,

waaP, xcpA/pilD

147



Prgve |Funneti CARD  Funneti NCBI| Funnet med Prokka

Funnet i VFDB

ESBL_ | cpxR, emrE, ogxB10 mdtA algC, algR, algU, algW, algZ,
mexA, mexB, chpA, chpB, fimV, fleN, fleQ,
M40_b | mexE, mexF, fler, fleS, flgB, flgC, flgD,
mexJ, mexK, flgF, flgG, flgH, flgl, flgK, figN,
muxB, opmB, flhA, flhF, fliA, fliC, fliE, fliF,
opmH, oprM, fliG, flil, fliK, fliM, fliN, fliP, fliQ,
oprN, pmpM, fliR, motA, motB, motC,
rpoB motD, mtrD, mucD, mucP,
pilB, pilE, pilG, pilH, pill, pilJ,
pilM, pilO, pilR, pilT, pilU,
pscP, tsr, waaA, waaC, waaF,
waaG, waaP, xcpA/pilD
ESBL_ | aac(6')-1b7, aph(3")-1b, aaeA, aaeB, acr3, acrA, | alg8, algA, algB, algC, algD,
aph(3")-Ib, aph(6)-Id acrB, ampC, arsB, arsR1, | algE, algF, algG, algl, algL,
M40_c | aph(6)-Id, artl, artJ, ber, bepD, algP/algR3, algR, algu, algw,
cpxR, emrE, bepE, bepF, ble, copA, algZ, chpA, chpB, clpV1,
mexA, mexB, copB, cvfB, czcA, czcC, |dotUl, fhal, fimV, fleN, fleQ,
mexD, mexE, emrA, emrB, fsr, ginM, fleR, fleS, flgB, flgC, flgD,
mexF, mexJ, InrL, mdtA, mdtB, mdtC, |flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flhA,
mexK, MuxB, mdtH, mdtK, mexA, fliA, fliC, fliE, fliF, fliG, flil, fliJ,
opmH, oprM, mexB, ohrR, ogxB32, fliM, fliN, fliO, fliP, fliQ, fliR,
pmpM, rpoB ogxB7, phnD1, phoP, hcpl, hsiB1/VipA, hsiC1/vipB,

uup, yaaA, yadG, ybiT,
ycaD, ydcV, yejB, yejE,
yejF, yhdW, yhdY, yheS,
yojl, ytrE

hsiF1, hsiG1, hsiJ1,
icmF1/tssM1, motA, motB,
motC, motD, motY, mucD,
mucP, pilB, pilG, pilH, pill,
pild, pilM, pilN, pilR, pilT, pilU,
ppkA, pvdH, tagR, tsr,
vgrGla, waaA, waaF, waaG,
waaP, xcpA/pilD, xcpQ, XcpR,
XcpS, xcpT, xcpV

Tabell 52 inkluderer flere gener fra Prokka som ikke har blitt omtalt i oppgaven, basert pa at
det var lite informasjon om genet, eller at det ga resistens mot noe som ikke kan benyttes som
medisin, for eksempel enkelte metaller, eller annet som har gjort genene mindre interessante a

bruke tid og plass pa i denne oppgaven.
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Vedlegg 5

Positive F-bakterier pa MRSA og CRE

Alle S-bakterier

16(4)

§é Deler av prgven plukket og overfgrt
til ny skal

Prgven ble dratt inn fra kanten av skalen,

/ mot midten, med
en plastpodgse

Figur 18 viser hvordan F-prgvene sd ut pd antibiotikaskdler, far og etter podgse-stryking, samt omsddde prgver. Et bilde av alle S-bakterier pG én ESBL-
skal er ogsd inkludert, samt et eksempel pd en prgve hvor stammen ikke viste ny vekst etter stryking, altsa var den negativ. De bld skdlene er CRE-skdler,

S-bakteriene vokser pd en ESBL-skdl, mens resten av de gule skdlene er MRSA-skdler.
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