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Abstract 
Background: The increase in prevalence of antibiotic resistant bacteria is an emerging problem that 

threatens the global public health. The rise of multidrug resistant bacteria is threatening the future 

treatment of infections. Food is a potential route for spread of antibiotic resistance. Knowledge of the 

prevalence and pathway for antibiotic resistance is important to be able to initiate effective measures to 

prevent development and further spread of antibiotic resistance.  

Purpose: The purpose of this master thesis was to investigate the prevalence of antibiotic resistance 

genes in bacteria isolated from ready-to-eat salad sold on the Norwegian market, as well av the presence 

of β-hemolytic bacteria as an indication of possible pathogenic bacteria.  

Method: Three imported ready-to-eat salad was examined in this thesis. Selective chromogenic media 

was used to grow and differentiate bacteria with ESBL- and CRE-phenotype. Blood agar was used to 

detect β-hemolytic bacteria. Sanger sequencing of 16S rRNA was used in identification of bacteria 

genus. Multiplex PCR and agarose gel electrophoresis was used in screening of ESBL and CRE 

resistance genes. Three isolates were sequenced using Illumina Miseq for detection of genes encoding 

resistance for antibiotics, metal and disinfectants. Genes encoding virulence were also included. Species 

of the isolates were detected using rMLST.  

Results: Isolates from ESBL-medium was identified as Pseudomonas spp. and Achromobacter spp. 

Isolates from CRE-medium was identified as Stenotrophomonas spp. β-hemolytic bacteria was 

identified as Bacillus spp. and Aeromonas spp. A strain of Stenotrophomonas, Achromobacter and 

Aeromonas were whole-genom sequenced with Illumina Miseq, and identifies as Stenotrophomonas 

maltophilia, Achromobacter arsenitoxydans and Aeromonas salmonicida. There three strains, in 

addition to a strain of Bacillus spp. and Pseudomonas spp. were susceptibility-tested, all with phenotypic 

multidrug resistance. The genes aph(3')-IIc, aph(6)-Ic, blaL1 and blaL2 were detected in S. maltophilia. 

The genes ampC, abaF, macA and macB were detected in A. arsenitoxydans. aac(6'), abaF, ampC, 

blaOXA, blaFOX-4 and cphA were detected in A. salmonicida. The OXA-gene was a new variant that 

hasn´t been detected before. In addition, genes encoding a variety of multidrug resistance efflux systems 

were detected in all three strains, and virulence genes associated with invasion and infection.  

Conclusion: In this study, multidrug resistant bacteria were found in ready-to-eat salad sold on the 

Norwegian marked. A new variant of OXA β-lactamase was detected in A. salmonicida. 
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Sammendrag 
Bakgrunn: Økningen av antibiotikaresistente bakterier er et stort og alvorlig problem som truer den 

globale folkehelsen. Økningen av multiresistente bakterier truer behandlingsmulighetene for infeksjoner 

i fremtiden. Mat er en potensiell spredningsvei for antibiotikaresistens, og forståelse og kunnskap om 

utbredelse og spredningsvei for antibiotikaresistens er viktig for å kunne sette i gang effektive tiltak for 

å hindre utvikling og videre spredning av antibiotikaresistens.  

Hensikt: Hensikten med denne oppgaven er å undersøke utbredelsen av antibiotikaresistens-gener hos 

bakterier isolert fra salat som selges på det norske markedet, samt tilstedeværelsen av β-hemolytiske 

bakterier som en indikasjon på mulig patogene bakterier.  

Metode: Tre importere «vasket og spiseklar» salater ble undersøkt i denne studien. Selektive kromogene 

medier ble brukt for å dyrke frem bakterier med ESBL- og KRE-fenotypisk resistens. Blodagar ble brukt 

for påvisning av β-hemolyserende bakterier. Sangersekvensering av 16S rRNA ble brukt for 

identifisering av bakterieslekt av bakteriekoloniene fra selektive kromogene medier og blodagar. 

Multipleks PCR ble brukt for å screene etter utvalgte resistensgener. Det ble brukt primerpar rettet mot 

de mest utbredte ESBLA- og ESBLKARBA-genene. Agarose gelelektroforese ble brukt for visualisering 

av eventuelle funn. Tre interessante bakteriestammer ble helgenomsekvensert med Illumina Miseq. 

Helgenomsekvensering ble brukt for artsbestemmelse av bakterien ved bruk av rMLST, samt påvisning 

av en gener for antibiotika-, metall- og desinfeksjonsmiddelresistens og gener for virulens.    

Resultater: Isolatene fra ESBL-medium ble identifisert som Pseudomonas spp. og Achromobacter spp. 

Isolatene fra CRE-medium ble identifisert som Stenotrophomonas spp. β-hemolyserende isolater fra 

blodagar ble identifisert som Bacillus spp. og Aeromonas spp. Multipleks ESBL og multipleks CRE 

påviste ingen ESBL- eller KRE-gener. En stamme Stenotrophomonas, Achromobacter og Aeromonas 

ble helgenomsekvensert og artsbestemt som Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter 

arsenitoxydans og Aeromonas salmonicida. Disse tre stammene, i tillegg til en stamme av Bacillus spp. 

og Pseudomonas spp. ble følsomhetstestet, alle hadde fenotypisk multiresistens. Genene aph(3´)-IIc, 

aph(6)-Ic, blaL1 og blaL2 ble påvist S. maltophilia. Genene ampC, abaF, macA og macB ble påvist i A. 

arsenitoxydans. aac(6´), abaF, ampC, blaOXA, blaFOX-4 og cphA ble påvist i A. salmonicida. OXA-genet 

som ble påvist var en helt ny variant. I tillegg ble gener som koder for en rekke multiresistens efflux-

system påvist hos de tre stammene. Det ble også påvist en rekke virulensgener assosiert med invasjon 

og infeksjon.  

Konklusjon: I denne studien ble det påvist multiresistente bakterier i vasket og spiseklar salat som 

selges på det norske markedet. Det ble påvist en helt ny variant av OXA β-laktamase hos A. salmonicida.  
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Forkortelser og ordforklaringer 
ABC The ATP-binding cassette family (efflux-pumpe) 

AmpC Ampicillinase C (β-laktamase av ESBLM-C type) 

AR Antibiotikaresistens 

bla β-laktamase-gener 

bp Basepar 

BR Broad-range 

CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute 

CRE Carbapenem resistant Enterobacteriaceae 

CTX-M      Cefotaxime-Munich (β-laktamase av ESBLA type) 

ddNTP Dideoksyribonukleotidtrifosfat 

DHFR Dihydrolfolatreduktase 

DNA Deoksyribonukleinsyre 

dNTP Deoksyribonukleotidtrifosfat 

dsDNA Double-stranded DNA 

EDTA Ethylene Diamine Tetra Acetic acid 

ESBL Extended-spectrum β-lactamase 

ESBLA Ambler klasse A ESBL 

ESBLKARBA ESBL med karbapenemase (ESBLKARBA-A, ESBLKARBA-B og ESBLKARBA-D) 

ESBLM Miscellaneous ESBL (delt inn i ESBLM-C og ESBLM-D) 

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FHI Folkehelseinstituttet 

HGT Horisontal gene transfer 

IMP Imipenemase 

KESC-gruppen Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. og Citrobacter spp.  

KPC Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

MATE The multidrug and toxic compound extrusion family (efflux-pumpe) 

MBL Metallo-β-laktamase (ESBLKARBA-B) 

MDR Multidrug resistant 

MFS The major facilitator superfamily (efflux-pumpe) 

MIC Minimal inhibitory concentration (=minste hemmende konsentrasjon) 

MRSA Meticillin resistant Staphylococcus aureus 

NDM New Dehli Metallo β-lactamase 

NMBU Norges miljø- og biovitenskapelige universitet 

NORM Norsk overvåkingssystem for antibiotikaresistens hos mikrober 

NORM-VET NORM – veterinær  

OXA Oxicillinase (β-laktamase/ESBLM-D og ESBLKARBA-D) 
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PBP Penicillin-bindende protein 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PRSA penicillin resistent Staphylococcus aureus 

RNA Ribonukleinsyre 

RND The resistance-nodulation-cell-division family (efflux-pumpe) 

rRNA Ribosomal ribonukleinsyre 

SHV Sulfhydryl-variable (β-laktamase/ESBLA) 

SMR The small multidrug resistance family (efflux-pumpe) 

ssDNA Single-stranded DNA 

TAE Tris-acetat-EDTA (buffer) 

TEM Temoniera (β-laktamase/ESBLA) 

VIM Verona integron-encoded metallo-β-laktamase (ESBLKARBA-B) 

VRE Vancomycin resistente Enterococcus 

VRSA Vancomycin resistente Staphylococcus aureus 

WHO World Health Organization 
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1. Introduksjon 

I dagens samfunn er antibiotikaresistens (AR) er en av de største truslene for den globale 

folkehelsen, matsikkerheten og utviklingen (World Health Organization, 2018). Da antibiotika 

ble tatt i bruk på 1940-tallet ble det sett på som en «mirakelmedisin». Tidligere dødelige 

infeksjoner ble mulig å behandle med en enkel kur med antibiotika. Etterhvert fikk 

suksesshistorien en utfordring; antibiotikaresistens. Alexander Fleming, som blir sett på som 

oppdageren av antibiotika på 1940-tallet, var tidlig ute og advarte mot overdreven bruk av 

antibiotika (Dadgostar, 2019). Antibiotikaresistens kan forekomme naturlig, men overforbruk 

i helsevesenet, veterinærmedisin og i landbruket, samt forurensinger til miljøet har akselerert 

denne utviklingen. Snart kan vi miste vårt beste våpen i kampen mot bakterielle infeksjoner. 

Uten umiddelbare tiltak er vi på vei inn i en post-antibiotika-epoke hvor vanlige infeksjoner 

som tidligere var enkle å behandle blir dødelige igjen. Uten effektiv antibiotika vil også 

kreftbehandling og rutineoperasjoner bli vanskelig å gjennomføre på grunn av infeksjonsfaren 

(Helse Norge, 2020). Organtransplantasjoner kan bli helt umulig å gjennomføre. I dag blir et 

voksende antall av infeksjoner som lungebetennelse, tuberkulose og salmonellose stadig mer 

vanskelige å behandle ettersom antibiotika som brukes i behandlingen blir mindre og mindre 

effektiv (World Health Organization, 2018).  

Antibiotikaresistens fører til lengre sykehusopphold, høyere medisinske kostnader, økt 

dødelighet og koster samfunnet store summer årlig. Multiresistente bakterier koster den 

europeiske union (EU) 1,5 milliarder Euro hvert år. En studie i The Lancet Infectious Diseases 

har gjort beregninger på antall sykdommer og dødsfall knyttet til antibiotikaresistente bakterier 

hos mennesker i Europa (Cassini et al., 2019). Beregningene er gjort fra 2015 og estimerer 

671.689 infeksjoner og 33.110 dødsfall relatert til infeksjoner av AR-bakterier i EU. For Norge 

ble det estimert 1.882 infeksjoner og 69 dødsfall relatert til infeksjoner av AR-bakterier i 2015. 

Situasjonen i Norge er betraktelig bedre enn for mange andre Europeiske land, spesielt i sør-

europeiske land som Italia og Hellas. Norge har tidlig innført strenge restriksjoner for bruk av 

antibiotika noe som gjenspeiler den mer gunstige situasjonen i Norge. Situasjonen i Norge trues 

av importert resistens fra økt reising og import. For å bevare den gunstige situasjonen Norge er 

i, er det imidlertid nødvendig med kontinuerlig innsats med omfattende overvåking og videre 

restriksjoner slik at antibiotika også vil være effektiv i fremtiden.  

Blant det store mangfoldet av multiresistente og patogene bakterier som er påvist er det noen 

som skilles seg ut som spesielt problematiske. World Health Organization (WHO) fremhever 
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særlig følgende patogener som det er kritisk viktig å utvikle nye antibiotika for; karbapenemase-

produserende Acinetobacter baumannii og Pseudomonas aeruginosa, samt karbapenem-

resistente Enterobacteriaceae (KRE) og utvidet-spektrum β-laktamase (ESBL)-produserende 

Enterobacteriaceae (World Health Organization, 2017). I tillegg blir blant annet 

vankomycinresistente enterokokker (VRE), meticillinresistente Staphylococcus aureus 

(MRSA) og fluorokinolonresistente Campylobacter spp. og Salmonellae trukket frem som 

problematiske. Overvåking av overnevnte bakterier er spesielt viktig.  

Hensikten med denne studien er å undersøke forekomsten av antibiotikaresistente bakterier i 

«vasket og spiseklar» salat som selges på det norske markedet, samt tilstedeværelsen av 

hemolytiske bakterier som en indikasjon på mulig patogene. En rekke utbrudd av matbårne 

infeksjoner har de senere årene vært knyttet til denne type produkter, og det er derfor svært 

interessant å undersøke hva som befinner seg der. I tillegg finnes det manglende kunnskap om 

utbredelsen av AR-gener i mat. Det er kjent at bakterier i mat og miljø kan være reservoarer for 

AR-gener som kan overføres til bakterier i tarmfloraen, og videre spres til andre bakterier, 

deriblant patogene bakterier. Reservoarer av slike AR-gener i matvarer er av bekymring da 

disse kommer i direkte kontakt med tarmfloraen ved konsum, spesielt i matvarer som ikke 

varmebehandles eller bearbeides før konsum (som vasket og spiseklare salater). På bakgrunn 

av dette er det viktig å kartlegge hvilke bakteriestammer som finnes i matvarer, samt hvilke 

AR-gener disse bakteriene bærer på. Overvåkingen av antibiotikaresistens i mat begrenses ofte 

til undersøkelser av de mest vanlige resistensgenene og de mest vanlige patogene 

bakterieartene. Men det er også et behov for å kartlegge utbredelsen av AR-gener i ikke-

patogene bakterier, da disse kan være et ledd i spredning av antibiotikaresistens til patogene 

stammer. I denne studien har det vært spesielt fokus på påvisning av karbapenemase- og ESBL-

produserende bakterier på bakgrunn av at disse klassifiseres som kritisk viktige av WHO. Men 

også mindre vanlige AR-gener påvist ved helgenomsekvensering har blitt inkludert.  
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1.1 Antibiotika 

Bakterielle infeksjon har alltid hatt en plass i mennesker liv selv om årsaken til sykdommene 

var ukjent. Alexander Fleming fikk anerkjennelsen for å ha oppdaget penicillin i 1928 (Tan & 

Tatsumura, 2015). Fleming var den første til å oppdage den antibakterielle virkningen av 

penicillin da bakteriekulturen hans av Staphylococcus aureus ble kontaminert med muggsoppen 

Penicillium notatum (Fernandes et al., 2013). Han oppdaget at det var noe muggsoppen 

produserte som drepte bakteriestammen. Han isolerte og beskrev komponenten rundt 

muggsoppen og publiserte det han hadde funnet. Men det var ikke før i 1941 at penicillin ble 

brukt mot streptokokkinfeksjon i et museforsøk. Den første dokumenterte bruken av penicillin 

for behandling av et menneske var i England senere i 1941, og på dette tidspunktet ble penicillin 

betegnet som en «mirakelmedisin» (Yazdankhah et al., 2013). Begrepet «antibiotikum» som 

betyr «mot liv» ble først brukt av Selman Waksman i 1942 (Yazdankhah et al., 2013). Waksman 

definerte antibiotikum som et stoff som dreper eller hemmer vekst av mikroorganismer.  

Oppdagelsen av antibiotika er en av de største suksesshistoriene gjennom tidene, og ble 

etterfulgt av oppdagelse og kommersiell produksjon av mange andre typer antibiotika. 

Fremstillingen av nye antibiotika fortsatte frem til 1990-tallet. Men i takt med introduksjon av 

nye typer antibiotika, ble det også oppdaget at bakteriene utviklet toleranse ovenfor antibiotika 

(se figur 1.1), og begrepet antibiotikaresistens ble tatt i bruk.  

 
Figur 1.1: Tidslinje for evolusjonen av antibiotika. Introduksjon av nytt antibiotikum har vært raskt etterfulgt av 

oppdagelse av resistens. *Ikke i klinisk bruk. (Iredell et al., 2015). 
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I de senere år har det ikke blitt utviklet nye typer antibiotika. Dette er trolig på grunn av 

legemiddelindustrien prioriterer utvikling av andre typer legemidler som er mer lønnsomme 

(Livermore, 2011). Antibiotika brukes vanligvis i en kort periode og det er mer lukrativt å 

utvikle legemidler som brukes til langvarig behandling av kroniske sykdommer. I tillegg vil 

antibiotikaresistens mot det nye antibiotikumet forekomme etter en stund, slik at det ikke vil 

være i bruk lenge. Denne kombinasjonen av økende antibiotikaresistens og begrenset utvikling 

av nye antibiotika er skremmende for fremtiden og krever globale tiltak.  

Antibiotika klassifiseres ut fra virkningsmekanismer, virkningsspektrum, strukturell 

oppbygning og toksisitet (Kohanski et al., 2010). Enkelte antibiotikum induserer celledød 

(baktericid virkning) og andre hemmer cellevekst (bakteriostatisk virkning). Noen antibiotika 

har smalspektret virkning, mens andre har bredspektret virkning. Antibiotika kan deles inn i 

fire hovedkategorier ut i fra virkningsmekanisme (Shaikh et al., 2015): 

(i) Hemming av celleveggsyntese (f.eks. β-laktam) 

(ii) Hemming av proteinsyntese (f.eks. aminoglykosider, makrolider) 

(iii) Hemming av nukleinsyresyntese (f.eks. fluorokinoloner)  

(iv) Hemming av folsyresyntese (f.eks. trimetoprim) 

1.1.1 Antibiotika som hemmer celleveggsyntese: β-laktam antibiotika 

Den viktigste antibiotika-klassen som hemmer celleveggsyntese er β-laktam. β-laktam 

inkluderer penicilliner, cefalosporiner og karbapenemer. Virkningsmekanismen til disse er å 

hindre enzymer som er ansvarlig for dannelse av peptidoglykanlaget hos bakterier (Benton et 

al., 2007). Bakterieceller er omsluttet av et lag av peptidoglykan som er viktig for cellens stivhet 

og stabilitet. Den mekaniske styrken på dette laget er på grunn av peptidoglykan sin sterkt 

kryssbundne struktur (Soares et al., 2012). Syntesen av peptidoglykan skjer i 3 stadier. Det 

første og andre stadiet foregår i cytoplasma og består av dannelsen av forløperne til 

peptidoglykan. Det siste stadiet skjer på utsiden av cellen hvor disse forløperne festes på det 

voksende peptidoglykanlaget og tverrbindinger fullføres. β-laktam antibiotika forstyrrer dette 

siste stadiet i peptidoglykansyntesen. β-laktam har en ringstruktur som er et høyt reaktivt 

syklisk amid (Fernandes et al., 2013). Denne ringstrukturen binder på penicillinbindende 

protein (PBP) og hemmer aktivitet av enzymer som er viktige for dannelse av kryssbindinger. 

Dette resulterer i dannelse av peptidoglykankjeder som ikke er kryssbundet og mangler 

strekkfasthet (Soares et al., 2012). På denne måten utvikles svake punkter i celleveggen, noe 

som til slutt resulterer i brudd på cellen på grunn av osmotisk trykk. Det har også vist seg at 
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autolysin spiller en rolle når det kommer til lysering av cellen (Kohanski et al., 2010). Autolysin 

er et enzym som hydrolyserer β-bindinger i peptidoglykan og er viktig for vedlikehold av cellen. 

Tilstedeværelse av β-laktam fører til overflod av autolysin som bidrar til lysering av 

bakteriecellen og celledød.  

1.1.1.1 Penicillin 

Det første penicillinet som ble oppdaget, penicillin G, er det eneste naturlige penicillinet som 

brukes i klinisk sammenheng (Soares et al., 2012). Det første semi-syntetiske penicillinet som 

ble laget, penicillin V, var mer stabilt enn penicillin G. Begge disse har begrenset aktivitet mot 

Gram-negative bakterier og blir lett brutt ned av β-laktamaser. Senere har det blitt utviklet andre 

semi-syntetiske penicilliner med forbedret antimikrobielle egenskaper. Disse egenskapene 

består av forbedret aktivitet mot Gram-negative bakterier i tillegg til aktivitet mot Gram-

positive bakterier. Penicilliner har ofte et smalt spekter av aktivitet rettet mot spesifikke 

bakterier. Ampicillin og amoxicillin hører til antibiotikaklassen penicilliner og har et bredere 

spekter enn penicillin G, men er fortsatt ganske utsatt for β-laktamaser (Fernandes et al., 2013). 

På grunn av følsomheten for β-laktamaser gis ampicillin og amoxicillin ofte sammen med 

klavulansyre for å unngå enzymatisk nedbrytning. Klavulansyre bindes irreversibelt til β-

laktamase og dermed inaktiverer dem.  

Penicilliner brukes hovedsakelig for behandling av infeksjoner av Gram-positive bakterier som 

for eksempel pneumokokker, streptokokker og ikke-penicillinaseproduserende stafylokker 

(Felleskatalogen AS, sist endret 22.06.2017). Penicilliner kan også brukes mot Gram-negative 

kokker som for eksempel gonokokker, meningokokker og Haemophilus influenzae (ved høye 

doser).  

1.1.1.2 Cefalosporiner 

Cefalosporiner blir delt inn i 5 generasjoner i henhold til antibakteriell aktivitet. Disse 

generasjonene er forskjellige i antimikrobielt spektrum, β-laktamase-stabilitet, absorpsjon, 

metabolisme og bivirkninger (Fernandes et al., 2013). 1. generasjons cefalosporiner har et 

smalere spekter og mer begrenset aktivitet i sammenligning med 3., 4., og 5. generasjon 

cefalosporiner som er mer bredspektret. 1. generasjon cefalosporiner er veldig aktive mot 

Gram-positive kokker (unntatt enterokokker og MRSA) og moderat aktiv mot noen Gram-

negative staver (hovedsakelig E. coli, Proteus spp. og Klebsiella spp.). 2. generasjons 

cefalosporiner har effekt mot samme bakterier som 1. generasjon cefalosporiner, men også 

ekstra effekt mot Gram-negative staver (unntatt Pseudomonas aeruginosa). 3. generasjons 
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cefalosporiner har noe nedsatt effekt mot Gram-positive kokker (unntatt Staphylococcus spp.), 

men forbedret aktivitet mot Gram-negative staver, inkludert P. aeruginosa. 4. generasjons 

cefalosporiner har økt aktivitet mot arter av Enterobacter spp. og Citrobacter spp. som er 

resistent mot 3. generasjons cefalosporiner. 5. generasjons cefalosporiner er utviklet i 

laboratoriet spesifikt designet for å være resistent mot β-laktamaser (Bradford, 2001). 

Ceftobiprol og ceftarolin er 5. generasjons cefalosporiner. Ceftobiprol er særlig effektiv mot 

MRSA (Fernandes et al., 2013). Ceftarolin er også effektiv mot MRSA, men ikke mot ESBL-

produserende bakterier eller aktive AmpC. Ceftarolin har derimot vist seg å være mer aktiv mot 

ESBL og AmpC i synergi med amikacin.  

1.1.1.3 Karbapenem 

Karbapenem brukes ofte til behandling av bakteriestammer som er resistente mot penicilliner 

og cefalosporiner. Karbapenem er dermed betraktet som en «siste utvei» for behandling av 

alvorlige infeksjoner forårsaket av ESBL-produserende Enterobacteriaceae (Shaikh et al., 

2015). Imipenem, det første legemidlet av karbapenem, har god aktivitet mot mange Gram-

negative staver, Gram-positive organismer og anaerobe bakterier (Fernandes et al., 2013). 

Meropenem er lignende imipenem når det kommer til farmakologi og antimikrobielt spektrum 

av aktivitet.  

Karbapenem har det bredeste spekteret av β-laktam antibiotika (Norsk legemiddelhåndbok, 

u.å.-a). Imipenem og Meropenem har baktericid virkning ovenfor de aller fleste Gram-positive 

og Gram-negative aerobe og anaerobe bakteriearter. Unntaket er enkelte stammer av P. 

aeruginosa og enkelte andre Gram-negative stavbakterier. Pseudomonas spp. har vist seg å 

raskt utvikle resistens mot meropenem og bør derfor ikke brukes i behandling. Karbapenem 

virker ved behandling av de fleste ESBL- og AmpC-produserende arter, men hydrolyseres av 

karbapenemaser.  

1.1.3 Antibiotika som hemmer proteinsyntese: aminoglykosider og makrolider 

Aminoglykosider og makrolider er antibiotika som hemmer proteinsyntesen. Makrolider binder 

til ribosomal 50S subenhet og hemmer forlengelse av polypeptidkjeden i proteinsyntesen 

(Leach et al., 2007; Shaikh et al., 2015). Makrolider har god effekt mot Gram-positive kokker 

(unntatt enterokokker), samt god effekt mot enkelte mykoplasmaarter, Chlamydia spp., 

Legionella spp. og Bordetella spp. (Norsk legemiddelhåndbok, u.å.-b).  
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Aminoglykosider binder til ribosomal 30S subenhet og hemmer initiering av proteinsyntesen 

(Leach et al., 2007). I tillegg har de en destabiliserende virkning på yttermembranen hos Gram-

negative bakterier (Norsk legemiddelhåndbok, u.å.-c). Aminoglykosider har bredspektret 

baktericid virkning på aerobe bakterier, men har noe forskjellig antibakterielt spektrum innad i 

klassen. Gentamicin virker mot de fleste β-laktamase-produserende og meticillinresistente 

stammer, samt de fleste intestinale Gram-negative staver. Streptomycin har god effekt mot 

mykobakterier og brukes ofte for behandling av tuberkulose.  

1.1.4 Antibiotika som hemmer nukleinsyresyntese: fluorokinoloner 

Antibiotika som hemmer nukleinsyresyntese er blant annet fluorokinoloner. Fluorokinoloner 

har baktericid virkning og hemmer DNA-syntese ved å interagere med enzymer ved 

replikasjonen som fører til brudd på dobbelttråden til DNA (Shaikh et al., 2015). 

Fluorokinoloner hemmer virkningen av DNA-gyrase og topoisomerase IV, to enzymer som er 

essensielle for DNA replikasjon (van Hoek et al., 2011). Fluorokinoloner har et veldig bredt 

spekter og bruk bør derfor begrenses (Norsk legemiddelhåndbok, u.å.-d). Fluorokinoloner skal 

kun brukes som reserve ved behandlingssvikt eller kompliserte infeksjoner ifølge norske 

retningslinjer for antibiotikabruk. En av de viktigste fluorokinolonene er ciprofloxacin. 

Ciprofloxacin har et bredt spekter som omfatter de fleste stammer av enterobakterier, 

stafylokokker, H. Influenzae, P. aeruginosa og Legionella spp.  

1.1.5 Antibiotika som hemmer folsyresyntese: trimetoprim 

Trimetoprim er et fullstendig syntetisk antibiotikum som hemmer folsyresyntese. Trimetoprim 

blokkerer nøkkel-steg i syntesen av folat (Shaikh et al., 2015). Folat er en kofaktor i syntesen 

av nukleotider, byggesteinene til DNA og RNA, og er derfor essensiell. Trimetoprim hemmer 

enzymet dihydrolfolatreduktase (DHFR) ved å binde seg til aktivt sete (van Hoek et al., 2011). 

DHFR er essensiell i folat-syntesen. Trimetoprim er bakteriostatisk og virker mot en rekke 

Gram-negative staver og Gram-positive kokker (Norsk legemiddelhåndbok, u.å.-e). Anaerobe 

bakterier, gonokokker og P. aeruginosa er naturlig resistente mot trimetoprim.  

 

 

 

 



    8 

1.2 Faktorer som bidrar til utvikling og spredning av antibiotikaresistens 

Antibiotikaresistens er ikke et nytt fenomen. Når bakterier blir utsatt for antibiotika som truer 

overlevelsen, har de flere måter å beskytte seg på. De kan blant annet endre arvestoffet sitt for 

å kunne produsere enzymer som bryter ned antibiotika, utrykke efflux-pumper for å pumpe 

antibiotika ut av bakteriecellen eller blokkere binding av antibiotika (Kolář et al., 2001). 

Uttrykking av resistensmekanismer er forårsaket av rask utvikling av bakteriegenomet under 

selektivt press fra antibiotikumet og fra omgivelsene. Seleksjonspress kan beskrives som 

bakteriepopulasjonens press for å tilpasse seg i nærvær av antibiotika som truer overlevelsen 

(Iredell et al., 2015). Bakteriene som tilpasser seg best vil overleve. Antibiotikaresistens er en 

naturlig tilpasningsprosess hos bakterier som trolig har akselerert på grunn av utbredt bruk av 

antibiotika i medisinsk sammenheng, landbruk og utslipp til miljøet. Antibiotikaresistens 

forekommer typisk innen få år etter introduksjonen av nytt antibiotikum.  

Fra 2000 til 2015 har den globale bruken av antibiotika økt med 65% (Dadgostar, 2019). Det 

er en rekke faktorer som fører til utvikling av antibiotikaresistens i verden som; mangel på 

kunnskap, feil bruk av antibiotika, overforbruk av antibiotika, bruk hos friske matproduserende 

dyr, økonomiske årsaker, økt reisevirksomhet og utslipp til miljøet. I tillegg til menneskeskapte 

faktorer spiller biologiske faktorer også en rolle i utviklingen av antibiotikaresistens. 

Utviklingen av antibiotikaresistens kan skje spontant gjennom mutasjoner og bakteriell 

evolusjon (Dadgostar, 2019). Disse muterte genene kan spres videre gjennom horisontal 

genoverføring som omtales nærmere senere i oppgaven. Denne utviklingen akselererer med 

overforbruk/misbruk av antibiotika.  

Mangel på kunnskap og overforbruk/misbruk av antibiotika er en viktig faktor for utvikling av 

antibiotikaresistens. Spørreundersøkelser utført rundt om i verden indikerer stor mangel på 

kunnskap om antibiotika (Dadgostar, 2019). Mange har en misforståelse om at antibiotika 

virker mot virus-infeksjoner som for eksempel vanlig influensa. I tillegg blir mange antibiotika 

av dårlig kvalitet ofte solgt uten regulering over disken i butikker i U-land. For eksempel i India 

og Vietnam, hvor det ikke er tilstrekkelig regulering av utlevering av legemidler, er salg av 

antibiotika uten resept i vanlige butikker utbredt. Slik tilgjengelighet av antibiotika i 

kombinasjon om mangel på kunnskap fører til selv-medisinering hos pasienter som ikke 

nødvendigvis trenger antibiotikabehandling. I tillegg kan unødvendig lange antibiotikakurer 

føre til utvikling av antibiotikaresistens. I Kina spiller dette en rolle da kinesiske sykehus 

motiverer leger til å forskrive antibiotika, som er økonomisk lønnsomt da de får bedre avtaler 
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med farmasøytisk industri. I tillegg skjer dette i U-land med mangler på ordentlig diagnostisk 

utstyr der pasienthåndtering hovedsakelig er betinget av forskriving av medisiner, spesielt 

antibiotika.  

En annen viktig faktor i utviklingen av antibiotikaresistens er bruken av antibiotika i landbruket. 

For eksempel i USA blir 80% av antibiotika som blir solgt brukt i dyrefôr (Dadgostar, 2019). 

Dette betyr at det blir brukt mer antibiotika hos husdyr enn hos mennesker. Antibiotika som 

brukes i landbruket blir brukt til behandling av syke dyr, men også tilsatt i fôret og drikkevannet 

til friske dyr for å forebygge sykdom og som vekstfremmer. Hovedproblemet med bruk av 

antibiotika i matdyrproduksjon er at mange antibiotika som brukes er fra antibiotikaklasser som 

også brukes til behandling av humane bakterieinfeksjoner (Rolain, 2013). Ett av de vanligste 

antibiotika som brukes som vekstfremmer på verdensbasis, spesielt hos svin, er kolistin 

(Dadgostar, 2019). Kolistin er et kritisk «siste utvei» antibiotikum som brukes til behandling 

av alvorlige infeksjoner hos mennesker.  

Økende reisevirksomhet blant verdens befolkning er også en faktor som bidrar til spredning av 

resistens. Reisende kolonisert med antibiotikaresistente bakterier kan spre bakteriene til andre 

land og til hjemlandet. For eksempel har en studie av Ruppé et al. rapportert om franske turister 

som reiste til India og hadde ingen kontakt med helsevesenet der, men testet fortsatt positivt for 

karbapenemase-produserende Enterobacteriaceae (KRE) etter de kom tilbake fra reisen 

(Ruppé et al., 2014). Denne oppsiktsvekkende overbruken/misbruken av antibiotika har store 

konsekvenser for utviklingen av antibiotikaresistens. Globale tiltak bør settes i gang, ellers vil 

det ha store konsekvenser for fremtiden av antibiotika som bruk i behandling av infeksjoner.  
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1.3 Antibiotikaresistens  

Antibiotikaresistens er bakteriens måte å tilpasse seg for å overleve i nærvær av antibiotika. 

Antibiotikaresistens kan deles inn i naturlig og ervervet resistens. Vi definerer ofte 

antibiotikaresistens som reduksjon av effektivitet av et antimikrobielt legemiddel ved 

behandling av infeksjon, og begrepet brukes ofte om ervervet resistens (Shaikh et al., 2015). 

Bakterier har en rekke mekanismer for å beskytte seg mot antibiotika, som blant annet (van 

Hoek et al., 2011): 

(i) Endringer i permeabiliteten til celleveggen som hindrer antibiotika å få tilgang til 

celleveggen 

(ii) Aktiv efflux av antibiotika fra cellen 

(iii) Enzymatisk modifisering av antibiotika 

(iv) Anskaffelse av alternativ metabolisme som hemmer legemidlet 

(v) Modifisering av målet til antibiotika 

Bakterier kan få disse resistensmekanismene fra mutasjon i kromosomalt DNA eller som 

resultat av overføring av resistensmekanismer gjennom horisontal genoverføring (HGT) (van 

Hoek et al., 2011). Endringer i permeabiliteten til celleveggen er en vanlig resistensmekanisme 

som hindrer antibiotika i å få tilgang til celleveggen og utøve sin funksjon. En annen vanlig 

mekanisme er overuttrykkelse av efflux-pumper som pumper antibiotika ut av cellen slik at 

effekten hemmes. Mange antibiotika har kjemiske bindinger som amider og estere som er utsatt 

for hydrolyse (Shaikh et al., 2015). Flere enzymer er kjent for å ødelegge antibiotika-aktivitet 

ved å spalte disse bindingene (f. eks. β-laktamase). Produksjon av transferase-enzymer kan også 

inaktivere antibiotika (f. eks. aminoglykosider og makrolider) ved kjemisk substitusjon der 

adenylin-, fosforyl- eller acetyl-grupper blir bundet på antibiotika-molekylet. Mange bakterier 

har evne til å modifisere målet til antibiotika slik at antibiotikaen ikke har evne til å binde til 

målet og utøve sin funksjon. Disse mekanismene blir omtalt mer senere.   

1.3.1 Naturlig og ervervet resistens 

Enkelte mikroorganismer har unike fysiologiske egenskaper som gjør dem upåvirket av 

tilstedeværelse av antibiotika, dette kalles naturlig resistens. Naturlig resistens finnes normalt 

hos enkelte bakterier som av naturlige årsaker har behov for denne mekanismen for å overleve 

i miljøet den lever i. Som for eksempel en bakterie som produserer et antibiotikum, må selv 

være resistent mot dette antibiotikumet for å ikke drepe seg selv. Naturlig resistens er vanligvis 

kromosomalt kodet og er ofte grunnen til hvorfor det ofte blir observert ulik resistens mellom 
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forskjellige slekter, arter og stammer av bakterier. Et eksempel på naturlig resistens er mangel 

på angrepsmålet til antibiotikumet (Safe food, 2010, s. 19). Uten angrepsmålet mister 

antibiotikumet effekten. Et annet eksempel er forskjeller i celleveggstruktur. Generelt har 

Gram-negative bakterier høyere resistens mot antimikrobielle midler enn Gram-positive 

bakterier. For eksempel er Gram-negative bakterier resistent mot penicillin G på grunn av 

celleveggstrukturen som gjør det umulig for antibiotikumet og få tilgang til angrepsmålet og 

utøve sin virkning. Naturlig resistens blir ikke ansett som et klinisk problem fordi antibiotika 

var aldri ment for bruk mot disse bakteriene uansett.  

Ervervet resistens er når en tidligere sensitiv bakterie blir resistent mot et antimikrobielt middel 

(Safe food, 2010, s. 19). Resistensmekanismene kan komme som resultat av mutasjoner i 

kromosomalt DNA hos bakterien, eller ved anskaffelse av en eller flere resistensgener som 

resultat av HGT innen og imellom bakteriearter (van Hoek et al., 2011). Mutasjon i 

kromosomalt DNA forekommer omtrent en gang i hver milliard celledelinger (Pallasch, 2003). 

Disse mutasjonene er ukorrigerte feil som oppstår under DNA-replikasjon. Selv om det er 

sjeldent, forekommer mutasjoner altfor ofte på bakgrunn av den store mengden replikasjoner 

som skjer i bakterier i miljøet. Hoveddelen av disse mutasjonene er ugunstige for bakterien og 

vil ikke vedvare. Imidlertid kan små mengder av slike mutasjoner være gunstige for bakterien. 

For eksempel i nærvær av en antibiotika der denne mutasjonen gjør at den blir upåvirket av 

virkningen av antibiotika. Gjennom en prosess av naturlig seleksjon vil bakterier med denne 

fordelen vedvare og kan senere by på betydelige problemer ved behandling av infeksjon.  

1.3.1.1 Horisontal genoverføring 

Ervervelse av fremmed DNA gjennom HGT er en av de viktigste pådriverne for spredning av 

antibiotikaresistens (Munita & Arias, 2016). De fleste antimikrobielle midlene som brukes i 

klinisk sammenheng er (eller er derivert fra) produkter som finnes naturlig i miljøet 

(hovedsakelig jord). Bakterier som deler miljø med disse molekylene har naturlig resistens mot 

dem, og det finnes robuste bevis på at bakteriene i dette miljøet er kilde for ervervede AR-gener 

i klinisk relevante bakterier. Disse AR-genene kan spres videre til andre bakterier, som igjen 

kan spre dem videre igjen. Det viktigste mekanismene for HGT er konjugering, transformasjon 

og transduksjon. Ved alle disse tre prosessene overføres DNA fra en donor- til en mottakercelle.  

1.3.1.1.1 Konjugasjon 

Konjugasjon krever direkte celle-til-celle kontakt ved hjelp av en «sex-pilus», hvor genetisk 

materiale blir overført (Soucy et al., 2015). Konjugering bruker mobile genetiske elementer 
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som plasmider eller transposoner for å dele genetisk informasjon. Fremvekst av resistens i 

sykehusmiljø er ofte på grunn av konjugasjon (Munita & Arias, 2016). Konjugasjon er en veldig 

effektiv metode for genoverføring og skjer sannsynligvis hyppig i gastrointestinal (GI)-trakten 

hos mennesker under antibiotikabehandling.  

1.3.1.1.2 Transformasjon 

Transformasjon er når bakterien plukker opp nakent DNA fra miljøet og inkorporerer det i sitt 

eget DNA (van Hoek et al., 2011). Dette skjer både i Gram-positive og Gram-negative 

bakterier. Transformasjon er kanskje den enkleste typen HGT, men det er et fåtall av klinisk 

relevante bakterier som har evne til å naturlig inkorporere nakent DNA i sitt eget DNA (Munita 

& Arias, 2016).  

1.3.1.1.3 Transduksjon  

Bakteriofager spiller også en rolle i spredningen av DNA mellom bakterier (van Hoek et al., 

2011). Dette gjør de ved en prosess som kalles transduksjon der bakterie-DNA pakkes inn i 

bakteriofag-hodet og injiseres i mottakerbakterien. Bakteriofager er virus som infiserer 

bakterieceller og bruker dem som vert for å produsere mer virus. Etter en bakteriofag har 

multiplisert mange nok kopier av seg selv, monteres fag-partiklene og iblant fjernes en del av 

vertcellens bakterielle DNA og settes inn. Senere, når bakteriofagen infiserer en ny 

bakteriecelle, kan denne biten av bakterie-DNA bli inkorporert i en ny bakteriecelle.  

1.3.1.2 Mobile genetiske elementer 

Ervervede AR-gener er ofte plassert på mobilt DNA som kan overføres fra en del av et genom 

til et annet eller mellom genomer (van Hoek et al., 2011). De viktigste er de konjugative og 

mobiliserbare elementene. De konjugative elementene inneholder all genetisk informasjon som 

kreves for å overføre fra en bakterie til en annen, mens de mobiliserbare elementene bruker 

konjugasjonsfunksjonene til de konjugative elementene (konjugative plasmider eller 

konjugative transposoner) for å overføre DNA til en annen vert. Det finnes også elementer som 

er i stand til å overføres til nye steder i genomet, men som selv ikke er i stand til å overføre til 

ny vert (bare hvis de overføres til et konjugerende element, kan de flyttes til nye verter). Disse 

elementene inkluderer transposoner og de mobile integronene.  
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1.3.1.2.1 Plasmid 

Plasmider er selvreplikerende, sirkulært dobbelttrådet DNA som finnes i bakteriecellens 

cytoplasma uavhengig av kromosomalt DNA. Plasmider er viktige verktøy for at 

bakteriepopulasjoner raskt skal kunne tilpasse seg skiftende miljøforhold (Smalla et al., 2015). 

De bærer gener som koder for egenskaper som kan gi fordeler under spesielle forhold. 

Plasmider er konjugative elementer som inneholder sitt eget replikasjonsorigo (van Hoek et al., 

2011). De er funnet i nesten alle bakterieslekter og de enkleste plasmidene inneholder kun 

replikasjonsorigo og gener som koder for replikasjonsfunksjoner. Ofte har de også gener som 

koder for mekanismer for overføring til nye verter ved konjugasjon. Plasmider med disse 

konjugeringsevnene kalles konjugative plasmider. I tillegg til funksjoner som replikasjon og 

evne til overføring, har plasmider ofte gener som koder for antibiotikaresistens. Hvis et 

resistensgen er på et konjugativt eller mobiliserbart plasmid har det potensiale til å bli overført 

til en ny vert. Denne overføringen spiller en viktig rolle i spredningen av AR-gener. Noen 

plasmider kan overføres til mange forskjellige arter, mens andre er begrenset til en slekt eller 

art.  

1.3.1.2.2 Transposoner 

Transposoner er en gruppe av mobile DNA-sekvenser som kan hoppe fra ulike steder på 

genomet (Babakhani & Oloomi, 2018). Av denne grunn kalles de ofte hoppende gener. 

Transposoner kan overføres fra plasmid til plasmid, eller fra kromosom til plasmid og omvendt. 

Konjugative transposoner kan på samme måte som konjugative plasmider inneholde et område 

med gener for overføring, samt AR-gener (van Hoek et al., 2011). På denne måten kan de 

overføre resistensgener i bakterien, og til andre bakterier (Babakhani & Oloomi, 2018). For 

eksempel kan meticillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), vankomycin-resistente 

enterokokker (VRE), multidrug-resistente A. Baumannii (MDRAB) og karbapenem-resistente 

Klebsiella pneumoniae (CRKP) få resistensgener gjennom transposoner. 

1.3.1.2.3 Integroner 

Integroner er «gen-innsamlingssystemer» som ofte finnes i bakteriegenomet (Gillings, 2014). 

Integroner er genetiske elementer som inneholder et setespesifikt rekombinasjonssystem som 

kan integrere, uttrykke og utveksle spesifikke DNA-elementer, kalt genkassetter. 

Genkassettene kan ta opp fremmede gener fra andre bakterier, spesielt AR-gener, og sette det 

fremmede genet inn i bakteriens genom. Integroner skaper fenotypisk mangfold og former 

tilpasningsresponser hos bakterien. De har en stor rolle i tilegning og uttrykkelse av AR-gener.  
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Alle integroner har tre essensielle hovedkomponenter; (i) integron integrase (IntI), (ii) attI-site 

og (iii) promotor (Pc) (Gillings, 2014). IntI er et enzym som setter inn integronkasseter i attI-

site som er et spesifikt rekombineringsområde. Når genet er innsatt blir deres transkripsjon 

kontrollert av promotoren Pc. Kombinasjonen av disse tre kjernefunksjonene gir bakterien evne 

til å fange opp og deretter uttrykke gener i genkassetter. 

1.3.2 Multiresistens  

«Multidrug resistance» (MDR) er definert som resistens mot tre eller flere individuelle klasser 

av antimikrobielle forbindelser (EUCAST, 2020). Infeksjoner forårsaket av MDR bakterier er 

assosiert med økt dødelighet og er et økende problem for behandling av infeksjoner (Munita & 

Arias, 2016). MDR bakterier har akkumulert gener som koder for resistens mot antibiotika. 

Dette kan være uttrykkelse av flere ulike gener som koder for resistens mot et enkelt 

antibiotikum, eller økt uttrykkelse av gener som koder for multiresistens efflux-pumper som 

pumper ut et bredt spekter av antibiotika (Nikaido, 2009). Endring i membranpermeabilitet ved 

mutasjoner i gener som koder for poriner er også en viktig mekanisme. 

1.3.2.1 Redusert permeabilitet 

Mange antibiotika brukt i klinisk sammenheng har intracellulære mål, eller i 

cytoplasmamembran (indre membran) hos Gram-negative bakterier (Munita & Arias, 2016). 

Derfor må antibiotika penetrere den ytre membranen og/eller cytoplasmamembranen for å 

utøve sin effekt. Bakterier har utviklet mekanismer for å hindre antibiotika å nå disse målene 

ved å redusere opptak av det antimikrobielle molekylet. Denne mekanismen er spesielt viktig i 

Gram-negative bakterier der den ytre membranen virker som et «første forsvar» mot antibiotika. 

β-laktam, tetrasykliner og noen fluorokinoloner blir spesielt påvirket av endringer i 

permeabiliteten av ytre membran, siden de ofte bruker poriner til å krysse barrieren. Et 

eksempel på dette er vancomycin, et glykopeptid-antibiotika, som ikke er effektiv mot Gram-

negative organismer på grunn av at det ikke klarer å penetrere den ytre membranen. I tillegg 

kan den lave følsomheten til Pseudomonas spp. og Acinetobacter baumannii for β-laktam (i 

sammenligning med Enterobacteriaceae) delvis forklares med redusert antall av poriner.  

Endringer i poriner kan skje som følge av tre prosesser (i) endring i type porin som blir uttrykt, 

(ii) endring i nivå av uttrykking og (iii) svekkelse av porin-funksjon (Munita & Arias, 2016). 

Endringer i permeabilitet gjennom disse mekanismene resulterer hyppig i lav-gradsresistens og 

er ofte assosiert med andre resistensmekanismer som for eksempel økt uttrykkelse av efflux-

pumper. Et eksempel på porin-mediert resistens er avvik i produksjonen av OprD i P. 
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aeruginosa. OprD brukes normalt for opptak av aminosyrer og antibiotika, som for eksempel 

imipenem. Mutasjoner i oprD har vist seg å oppstå i kliniske isolater av P. aeruginosa ved 

behandling av infeksjon. 

1.3.2.2 Efflux-pumper 

Efflux-pumper er komplekse bakterielle maskinerier som har evne til å pumpe toksiske 

komponenter ut av cellen og dermed bidra til antibiotikaresistens (Munita & Arias, 2016). 

Efflux-pumper kan være substratspesifikke eller med evne til å pumpe ut et bredt spekter av 

substrater og finnes vanligvis i MDR bakterier. En multiresistens efflux-pumpe kan ha flere 

substratbindende seter for strukturelt forskjellige forbindelser (Heir et al., 2001). Setene kan ha 

ulik affinitet for ulike forbindelser som gjør at det fenotypiske uttrykket blir ulikt for ulike 

forbindelser. Efflux-pumper kan påvirke et bredt spekter av antibiotikaklasser inkludert 

fluorokinoloner, β-laktam, karbapenem og polymyxiner (Munita & Arias, 2016). Genene som 

koder for efflux-pumper kan finnes i både mobile genetiske elementer eller i kromosomet. 

Kromosom-kodede efflux-pumper kan forklare naturlig resistens som enkelte bakterier har for 

spesifikke antibiotika (f. eks. Enterococcus faecalis sin naturlige resistens mot streptogramin 

A).  

Det finnes 5 hovedfamilier av efflux-pumper; (i) «the major facilitator superfamily» (MFS), (ii) 

«the small multidrug resistance» (SMR) familien, (iii) «the resistance-nodulation-cell-division» 

(NDR) familien, (iv) «the ATP-binding cassette» (ABC) familien og (v) «the multidrug and 

toxic compound extrusion» (MATE) familien. Disse familiene har ulik struktur, energikilde, 

substratspekter de kan pumpe ut og type bakterier de finnes i.  

1.3.2.3 Kryssresistens – desinfeksjonsmidler, metaller og antibiotika 

Mens misbruk/overforbruk av antibiotika har fått stor oppmerksomhet som pådriver av 

antibiotikaresistens, har rollen til andre komponenter som desinfeksjonsmidler og tungmetaller 

fått mindre fokus. Kryssresistens mellom desinfeksjonsmidler og antibiotika er dokumentert. 

Eksponering av bakterier ovenfor lave konsentrasjoner av desinfeksjonsmidler kan trigge 

utvikling av resistens mot desinfeksjoner (Heir et al., 2001). Dette kan skyldes for eksempel 

fortynningseffekt av desinfeksjonsmidlet eller tilstedeværelse på materiale som reduserer 

antibakteriell effekt som gjør at bakterier får mulighet til å tilpasse seg og utvikle resistens mot 

midlet. Bakterier bruker ofte samme resistensmekanismer mot desinfeksjonsmidler og 

antibiotika, for eksempel efflux-pumper. I tillegg er resistensgener ofte lokalisert sammen på 

plasmider, integroner eller transposoner og uttrykkes ofte fra felles promotor. På denne måten 
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kan bruk av desinfeksjonsmiddel føre til ko-seleksjon av resistensegenskaper kodet for av andre 

gener, og antibiotikaresistens kan opprettholdes selv ved fravær av direkte seleksjonspress fra 

antibiotika. Dette betyr at feil bruk av desinfeksjonsmidler i matprosesseringsanlegg kan trigge 

utvikling og/eller opprettholdelse av antibiotikaresistens. Derfor bør det i 

matprosesseringsanlegg brukes desinfeksjonsmidler i tilstrekkelig høye konsentrasjoner 

etterfulgt av grundig skylling for å effektivt drepe bakterier og å hindre muligheten for 

overlevelse av bakterier som har utviklet resistens mot desinfeksjonsmidlet.  

Forurensing av metaller har også potensialet til å være en pådriver for spredning av 

antibiotikaresistens (Dickinson et al., 2019). Bakterier er vanligvis følsomme for metall-

forurensinger, men kan utvikle en rekke resistensmekanismer mediert av kromosom-

mutasjoner eller ved opptak av resistensgener fra mobile genetiske elementer gjennom HGT. 

Når den genetiske endringen fører til resistens mot både metaller og antibiotika (kryssresistens), 

eller når metallresistens og antibiotikaresistens er lokalisert sammen på mobile genetiske 

elementer (på samme måte som for desinfeksjonsmidler), kan metaller føre til ko-seleksjon av 

resistensgener som også er relevante for AR-bakterier.  

1.3.3 Resistens mot β-laktam 

β-laktam antibiotika inkluderer penicilliner, cefalosporiner og karbapenemer (van Hoek et al., 

2011). De mest vanlige og viktigste resistensmekanismene mot β-laktam er ved produksjon av 

β-laktamaser som utvidet spektrum β-laktamaser (ESBL), plasmid-mediert AmpC enzymer og 

karbapenem-hydrolyserende β-laktamaser.  

β-laktamaser kan klassifiseres på flere ulike måter. I denne studien ble klassifiseringen til Giske 

et. al. (2009) brukt. Giske deler ESBL inn i tre hovedkategorier; (i) ESBLA, (ii) ESBLM og (iii) 

ESBLKARBA (se tabell 1.1) (Giske et al., 2009). Klasse A (ESBLA) og M (ESBLM) blir ofte 

omtalt som «vanlig» ESBL med evne til å hydrolysere penicilliner og cefalosporiner. Klasse A 

består av β-laktamaser som har aktivitet mot utvidet spektrum cefalosporiner og som blir 

hemmet av inhibitoren klavulansyre. Klasse M består av plasmid-mediert AmpC og OXA-

ESBL som kalles «miscellaneous» ESBL. ESBLM blir delt inn i underklassene  

ESBLM-C (plasmid-mediert AmpC; klasse C) og ESBLM-D (OXA-ESBL; klasse D). ESBLKARBA 

består av karbapenemaser, med evne til å hydrolysere penicilliner, cefalosporiner og 

karbapenemer. ESBLKARBA blir videre delt inn i underklassene A, B og D. Klasse A 

(ESBLKARBA-A) består av de blant annet Klebsiella pneumoniae karbapenemase (KPC) og 

enkelte GES-varianter av β-laktamaser. Klasse B (ESBLKARBA-B) består av metallo-β-
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laktamaser (MBL). MBL krever bivalent metall-ion (vanligvis sink) som kofaktor for aktivitet 

(Silveira et al., 2018). Klasse D (ESBLKARBA-D), består av OXA-karbapenemaser (Giske et al., 

2009).  

Tabell 1.1: Klassifisering av β-laktamaser etter inndeling av Giske et. al. (2009)  

ESBLA ESBLM-C ESBLM-D ESBLKARBA-A ESBLKARBA-B ESBLKARBA-D 

Mest vanlige 

ESBL 

Plasmid-mediert 

AmpC 

OXA-ESBL KPC og andre MBL OXA-

karbapenemase 

CTX-M 

TEM 

SHV 

VEB 

PER 

CMY 

FOX 

MIR 

DHA 

LAT 

BIL 

ACT 

ACC 

OXA-10-gruppe 

OXA-13-gruppe 

OXA-2-gruppe 

OXA-18 

OXA-45 

KPC 

GES-2, -4, -5, -6, -8 

NMC 

SME 

IMI-1, -2 

IMP 

VIM 

SPM-1 

GIM-1 

SIM-1 

AIM-1 

OXA-23 

OXA-24 

OXA-48 

OXA-58 

 

 

ESBL-produserende bakterier har β-laktamaser for et utvidet spekter av β-laktam antibiotika 

og er en viktig mekanisme for resistens i Gram-negative patogener. β-laktamaser hydrolyserer 

β-laktamringen i β-laktam-antibiotika som resulterer i ineffektive β-laktam-komponenter 

(Fernandes et al., 2013). ESBL har evne til å hydrolysere og forårsake resistens mot en rekke 

typer β-laktam, inkludert penicilliner, cefalosporiner (1., 2., og 3. generasjon) og monobaktam, 

men ikke karbapenem (Shaikh et al., 2015). ESBL hemmes av inhibitorene klavulansyre og 

tazobaktam (van Hoek et al., 2011). Opp gjennom årene har det blitt detektert en rekke 

forskjellige β-laktamaser, de mest vanlige er TEM, SHV, CTX-M og OXA.  

1.3.3.1 TEM β-laktamase 

Den første plasmid-medierte β-laktamasen i Gram-negative bakterier som ble oppdaget var 

TEM-1 og ble beskrevet tidlig på 1960-tallet (Bradford, 2001). TEM-1 enzymet ble funnet i en 

enkeltstamme av E. coli isolert fra blodkultur fra en gresk pasient med navn Temoniera. Innen 

få år etter TEM-1 først ble isolert, var den spredd over hele verden. TEM-1 kan hydrolysere 

penicilliner og 1. generasjon cefalosporiner (Shaikh et al., 2015). Over tid har opphavsenzymet 

TEM-1 gjennomgått punktmutasjoner i blaTEM-1 som har resultert i endring av 

aminosyreprofilen og derivater med ESBL fenotype har oppstått (Bradford, 2001). Det første 

derivatet var TEM-2 som hadde en enkelt aminosyre-substitusjon som ikke endret 

substratprofilen (Shaikh et al., 2015). TEM-3, isolert i 1989, var den første TEM-varianten som 
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viste ESBL fenotype med økt aktivitet mot utvidet spektrum cefalosporiner (van Hoek et al., 

2011). Et mangfold av TEM β-laktamaser har oppstått som resultat fra enkle punktmutasjoner 

i eksisterende TEM-gener som fører til endring i substratprofilen.  

1.3.3.2 SHV β-laktamase 

SHV-familien av β-laktamaser stammer fra Klebsiella spp. (Shaikh et al., 2015). Opphavet til 

SHV-enzymfamilien er SHV-1 enzymet som er utbredt i Klebsiella pneumoniae. I mange 

stammer av K. pneumoniae er genet som koder for SHV-1 i kromosomet. Dette genet har trolig 

utviklet seg som kromosomalt gen i Klebsiella spp. og senere blitt inkorporert i et plasmid som 

har spredd seg til andre Enterobacteriaceae. SHV-1 har lignende inhiberingsprofil som TEM-

1 og kan hydrolysere penicilliner og 1. generasjon cefalosporiner. På samme måte som for 

TEM-1, har SHV-1 gjennomgått aminosyresubstitusjoner (punktmutasjoner i blaSHV-1) over tid 

(van Hoek et al., 2011). Dette har resultert i et mangfold av SHV-derivater som viser ESBL 

fenotype.  

1.3.3.3 CTX-M β-laktamase 

CTX-M er en nyere familie av plasmid-mediert ESBL som fortrinnsvis hydrolyserer cefotaxim 

(Bradford, 2001). Organismer som produserer CTX-M enzymer har blitt den mest utbredte 

typen av ESBL de senere årene (Pitout & Laupland, 2008). På grunn av høy likhet, stammer 

CTX-M trolig fra kromosomalt AmpC enzym i Kluyvera spp. (Bradford, 2001). Mens SHV- 

og TEM β-laktamaser kommer fra aminosyre-substitusjon av opphavsenzymer, ble CTX-M 

overført ved HGT, og er ikke veldig beslektet på TEM og SHV β-laktamase (Shaikh et al., 

2015). CTX-M enzymers store potensiale for spredning gir grunn til bekymring (Pitout & 

Laupland, 2008). I dag er over 100 varianter av CTX-M β-laktamaser sekvensert (Shaikh et al., 

2015).  

1.3.3.4 OXA β-laktamase 

OXA-type β-laktamase har fått navnet sitt på grunn av evnen til å hydrolysere oxacillin (Shaikh 

et al., 2015). OXA-type β-laktamase har på samme måte som for TEM- og SHV-type, utviklet 

seg fra opphavsenzymer med smalere spektrum. OXA-11 var det første derivatet med ESBL-

fenotype (Evans & Amyes, 2014). I tillegg til OXA-11, har flere derivater med ESBL-fenotype 

utviklet seg; OXA-13, OXA-14, OXA-16, OXA-17, OXA-19 og OXA-28. Alle disse 

derivatene er funnet i P. aeruginosa. Den første gruppen av karbapenem-resistent OXA-type 

β-laktamase var OXA-23-gruppen som ble påvist i Acinetobacter baumannii. OXA-23-genene, 

blaOXA-23, er ofte plasmid-bårne og har blitt funnet i mange Acinetobacter spp. og arter i 
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Enterobacteriaceae. En rekke andre OXA-karbapenemaser har blitt påvist; OXA-40, OXA-48, 

OXA-58 og OXA-143.  

1.3.3.5 AmpC enzymer 

Ampicillinase C (AmpC) β-laktamase var det første bakterielle enzymet som ble rapportert å 

ødelegge penicillin. (Jacoby, 2009). AmpC skilles seg ut fra penicillinase-type β-laktamaser 

som TEM-1, men har også serin ved aktivt sete. AmpC-genet, blaAmpC, er enten kromosomalt 

kodet eller plasmid-mediert. AmpC enzymer er aktive mot penicilliner, men er mer aktive mot 

cefalosporiner. De kan hydrolysere cefamyciner som cefoxitin og cefotetan, og oxyimino-

cefalosporiner som ceftazidim, cefotaxim og ceftriaxon. Klavulansyre og tazobactam, som er 

hemmere av klasse A enzymer, har mye mindre effekt på AmpC β-laktamaser. Cloxacillin, 

oxacillin og aztreonam er derimot gode til å hemme AmpC.  

1.3.3.6 Resistens mot karbapenem 

En at de mest problematiske formene for antibiotikaresistens er resistens mot karbapenem, 

spesielt i Enterobacteriaceae-familien (Bonomo et al., 2018). Infeksjoner forårsaket av KRE 

har begrensede behandlingsmuligheter og er assosiert med høy dødelighet (Gupta et al., 2011). 

Karbapenem er viktig i behandlingen av ESBL og andre multiresistente bakterier, og brukes 

som en «siste mulighet» for behandling av organismer med begrensede behandlingsmuligheter. 

Karbapenem-resistente Enterobacteriaceae (KRE) er spesielt problematisk med tanke på hvor 

vanlig Enterobacteriaceae-infeksjon er. I tillegg er bakterier som har karbapenemaser ofte 

resistente mot en rekke andre antibiotikaklasser, som resulterer i begrensede 

behandlingsmuligheter (Bonomo et al., 2018). Fenotypisk resistens mot karbapenem i Gram-

negative bakterier er ofte på grunn av ervervet karbapenemaser, eller produksjon av 

cefalosporinaser kombinert med mutasjoner som reduserer permeabiliteten til celleveggen slik 

at karbapenem ikke kommer inn (Bonomo et al., 2018).  

I tillegg til OXA-type karbapenemase, har vi klasse A Klebsiella pneumoniae karbapenemase 

(KPC) som er en viktig variant som må følges nøye med på. KPC er omfattende rapportert i K. 

pneumoniae og andre Enterobacteriaceae, men har også blitt rapporter i andre Gram-negative 

patogener inkludert P. aeruginosa (Bonomo et al., 2018). Klasse B β-laktamase, eller metallo-

β-laktamaser (MBL), er vanlig funnet i Enterobacteriaceae og P. aeruginosa. Av MBL er 

«New Dehli metallo-β-laktamase» (NDM), «Verona integron-encoded metallo-β-laktamase» 

(VIM) og «imipenemase metallo-β-laktamase» (IMP) enzymer de som er hyppigst identifisert 
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på verdensbasis. Karbapenemase-gener er ofte lokalisert på mobile genetiske elementer, noe 

som øker sannsynlighet for spredningen.  

1.3.4 Resistens mot aminoglykosider 

Flere aminoglykosidresistens-mekanismer har blitt påvist: (i) aktiv efflux, (ii) nedsatt 

permeabilitet, (iii) endring i ribosom og (iv) inaktivering av antibiotika ved aminoglykosid-

modifiserende enzymer (van Hoek et al., 2011). Den viktigste aminoglykosidresistens-

mekanismen er modifisering av enzymer. Disse enzymene er klassifisert i tre hovedklasser i 

henhold til type modifisering: AAC (acetyltransferaser), ANT (nukleotidyltransferaser eller 

adenyltransferaser) og APH (fosfotransferaser). Disse tre klassene blir ytterligere inndelt basert 

på enzymenes forskjellige regionspesifisiteter for aminoglykosidmodifikasjon. Det finnes fire 

acetyltransferaser: AAC(1), AAC(2´), AAC(3) og AAC(6´); fem nukleotidyltransferaser: 

ANT(2´´), ANT(3´´), ANT(4´), ANT(6) og ANT(9) og syv fosfotransferaser: APH(2´´), 

APH(3´), APH(3´´), APH(4), APH(6), APH(7) og APH(9). I tillegg finnes et bifunksjonelt 

enzym, AAC(6´)-APH(2´´) som kan både acetylere og fosforylere substratene.  

1.3.5 Resistens mot makrolider 

Kort etter introduksjonen av makrolid-antibiotikumet erytromycin på 1950-tallet ble 

erytromycinresistens rapportert i Staphylococcus spp. (van Hoek et al., 2011). Siden dette har 

et stort antall av bakterier med resistens blitt påvist på grunn av tilstedeværelse av en rekke 

forskjellige AR-gener. AR-mekanismene ansvarlige for resistens mot makrolider er rRNA 

metylase, efflux og inaktiverende gener. Den mest vanlige mekanismen for makrolid-resistens 

er tilstedeværelse av rRNA metylaser kodet av erm-gener. rRNA metylaser metylerer adenin. 

Metylert adenin forhindrer binding av antibiotika på 50S ribosomale subenhet, som er 

angrepsmålet til makrolider. De to andre mekanismene, efflux pumper og inaktiverende gener, 

er kodet av msr- og ere-gener.  

1.3.6 Resistens mot fluorokinoloner 

De senere år har resistens mot fluorokinoloner økt betraktelig hos Enterobacteriaceae både i 

Norge og internasjonalt (Norsk legemiddelhåndbok, u.å.-d). I lang tid trodde man at 

resistensmekanismene for kinoloner kun var kromosom-kodet, men i de senere år har tre 

plasmid-mediert resistensmekanismer blitt rapportert (van Hoek et al., 2011). Kromosom-kodet 

resistens resulterer enten i redusert permeabilitet av ytre-membran som fører til tap av porin 

eller over-ekspresjon av naturlig forekommende efflux-pumper eller mutasjoner i 

molekylmålene DNA-gyrase og topoisomerase IV. I siste tilfelle skjer mutasjoner ved 
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spesifikke «quinolone resistance determining regions» (QRDR) i genene gyrA, gyrB, parC og 

parE som koder for subenheter av DNA gyrase og topoisomerase IV.  

Den første plasmid-medierte resistensmekanismen er qnr som koder for et protein som 

beskytter DNA-gyrase og type IV topoisomerase fra hemming av fluorokinoloner (van Hoek et 

al., 2011). Fem familier av qnr-gener har blitt rapportert; qnrA, qnrB, qnrC, qnrD og qnrS. Den 

andre typen plasmid-mediert kinolonresistens er en cr variant av aac(6´)-Ib som kalles aac(6´)-

Ib-cr og gir lavt nivå av ciprofloxacin-resistens. Genet koder for et aminoglykosid 

acetyltransferase som kalles AAC(6´)-Ib-cr som har to aminosyreendringer Trp102Arg og 

Asp179Tyr. Disse to substitusjonene er ansvarlige for enzymets evne til å acetylere 

ciprofloxacin. Den tredje plasmid-medierte resistensmekanismen er qepA som koder for en 

efflux-pumpe som kan pumpe ut hydrofile fluorokinoloner som blant annet ciprofloxacin og 

enrofloxacin.  

1.3.7 Resistens mot trimetoprim  

Resistentmekanismer mot trimetoprim inkluderer nedsatt cellevegg-permeabilitet, produksjon 

av resistent kromosomalt dihydrofosfat-reduktase (DHFR), overproduksjon av kromosomalt 

enzym, og produksjon av plasmid-mediert resistent DHFR-enzym (Huovinen, 1987). 

Endringer i DHFR gjør at trimetoprim ikke kan utøve sin effekt. Kromosomal trimetoprim-

resistens skjer, hovedsakelig på lavt nivå, av mutasjoner i folA-gen som koder for DHFR (van 

Hoek et al., 2011). Plasmid-mediert resistens, som gir høyere nivå av resistens, er en resistent 

variant av kromosomalt DHFR. Ervervet DHFR kan deles inn i; dfrA, dfrB og dfrK.  

 

1.4 Mikrobiologi salat  
Forbruket av grønnsaker har økt betraktelig i de senere årene (Helsedirektoratet, 2018, s. 12). I 

perioden 2000 til 2017 økte forbruket av grønnsaker fra 59 til 76 kg per person i Norge. De 

siste ti årene har forbruket av grønnsaker økt med 11 %. I Norge er gulrot, tomat, løk og salat 

de fire grønnsakene som har størst omsetning (Helsedirektoratet, 2018, s. 13). Den økte 

tilgjengeligheten av vasket og spiseklare salater reflekterer konsumentenes etterspørsel av 

fersk, næringsrik og praktisk mat. I Norge importeres frukt og grønnsaker fra over 80 land og 

dette innebærer en mattrygghetsutfordring siden slike produkter ofte ikke varmebehandles før 

konsum (Holck et al., 2019, s. 18).   

Salat dyrkes ofte i åkeren og er direkte utsatt for kontaminering fra miljøet. Bakteriefloraen på 

planteoverflaten vil dermed reflektere miljøet og vekstforholdene planten har vært utsatt for 
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(Rudi et al., 2002). Indre vev på friske planter er fri for mikroorganismer, men overflaten kan 

være kontaminert med en rekke mikroorganismer (Adebayo et al., 2012). Planter har utviklet 

mange mekanismer for å beskytte seg mot mikrobiell invasjon av vev (Adams et al., 2016, s. 

159). Den ytre overflaten er vanligvis beskyttet av et motstandsdyktig lag, men behovet for 

gassutveksling krever åpninger i bladoverflaten som kan gi tilgang av noen mikroorganismer 

til plantevev. Imidlertid har plantevev ofte antimikrobielle agenter som ofte produseres i 

respons til invasjon av mikroorganismer. pH i salat er rundt 6,0-6,4 som gjør at mange 

mikroorganismer klarer å vokse.  

Bladsalater har stor overflate som lett kan kontamineres med bakterier som kommer fra jord, 

gjødsel og vanningsvann (Rudi et al., 2002). I tillegg blir salaten høstet, transportert og 

distribuert, som gir ytterligere kontamineringsrisiko. Vasket og spiseklar salat blir i tillegg 

prosessert ved vasking og kutting, der blant annet vaskevann, kniver og prosessoverflater utgjør 

kontamineringsrisiko. Kutting kan også overføre eventuelle patogene mikroorganismer fra 

overflaten og inn i produktet (Adebayo et al., 2012). Siden salat vanligvis ikke varmebehandles 

før konsum bør salat betraktes som et risikoprodukt da forekomst av patogener ikke kan 

utelukkes. Av denne grunn er det viktig med god landbruksskikk for å hindre kontaminering 

ved produksjon. Vasket og spiseklar salat spises vanligvis som den er og det er usikkert hvor 

stor effekt vaskeprosedyren egentlig har. Vaskingen kan redusere bakteriemengden, men til og 

med bruk av klorinert vann vil normalt bare gi en reduksjon av 2-3 log i bakterieantall (Adams 

et al., 2016). Noen overflatebakterier kan gjemme seg i hydrofobe folder eller porer og unngår 

dermed behandling. I noen tilfeller har patogener vist seg å være tilstede i plantevevet hvor de 

er fullstendig beskyttet mot overflatebehandling.  

For å øke holdbarheten blir vasket og spiseklar salat vanligvis modifisert atmosfære pakket 

(MAP) med redusert nivå av O2 og økt nivå av CO2 sammenlignet med luft (Rudi et al., 2002). 

I tillegg blir produktene kjølelagret for å redusere vekst av mikroorganismer. Denne endringen 

i atmosfære og temperatur vil endre den opprinnelige bakteriefloraen i salaten, enkelte bakterier 

vil hemmes og andre kan få konkurransefortrinn. MAP og kjølelagring kan favorisere bakterier 

med egenskaper som gjør at de tåler disse forholdene. Et problem med kjølelagerede MAP-

produkter er vekst av psykrotrofe fakultativt anaerobe patogener eller opportunistisk patogener. 

Arter av slekten Pseudomonas er et eksempel på dette. Siden salat kan kontamineres fra så 

mange forskjellige hold, er bakteriefloraen omfattende. En studie gjort av Rudi et al., viste at 

mikroorganismer fra slekten Pseudomonas og familien Enterobacteriaceae dominerer i salat 
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(Rudi et al., 2002). I tillegg er Erwinia spp., Serratia spp. og Bacillus spp. vanlige funn 

(Magnuson et al., 1990).  

Salat har vært årsak til en rekke utbrudd av matbårne infeksjoner i Norge de siste årene. 

Patogene mikroorganismer kan overleve og vokse i matvarer i konkurranse med andre 

mikroorganismer, og de kan være tilstede uten å påvirke bedervelse av maten (Holck et al., 

2019, s. 18). De fleste patogener i salat forårsaker ikke bedervelse, selv ved høy mengde 

(Adebayo et al., 2012). I fravær av tegn på bedervelse kan produkter bli konsumert fordi det 

blir oppfattet som trygt. I 2011 ble det rapportert om 21 sykdomstilfeller som var forårsaket av 

Yersinia enterocolitica O:9 og knyttet til spiseklar ferdigkuttet salatblanding (Lange et al., 

2012, s. 23). Våren 2014 var der et utbrudd der 133 ble syke av Y. enterocolitica O:9 som ble 

knyttet til salatprodukter servert ved storkjøkken på en militærleir i Nord-Norge (Guzmán-

Herrador et al., 2015, s. 17). I juni 2018 var der et utbrudd av Y. enterocolitica O:9 der 11 

isolater av bakterien ble påvist og kunne spores tilbake til vasket og spiseklar bladsalat som 

sannsynlig kilde til utbruddet (Lyngstad et al., 2019, s. 16). I 2013 var det et nasjonalt utbrudd 

av Salmonella coeln der 26 personer ble syke (Herrador et al., 2014, s. 18). Epidemiologiske 

undersøkelser pekte mot ferdigkuttet salatblanding som opphav, men S. coeln ble ikke påvist i 

den mistenkelige salatblandingen. Den økte forekomsten av utbrudd knyttet til salat i de senere 

årene kan muligens forklares på bakgrunn av økt konsum. Det tyder også på at 

mattrygghetskontroll av disse produktene til tider svikter, og dette gjør det spesielt interessant 

å undersøke hvor utbredt det er med AR-bakterier i disse produktene.   

 

1.5 Mat som spredningsvei for antibiotikaresistens 

Mat spiller en viktig rolle i utvikling og spredning av antibiotikaresistens. Mat kan som nevnt 

tidligere være utsatt for kontaminering fra veldig mange forskjellige hold, og er et viktig ledd 

for videre spredning. Antibiotikaresistens hos bakterier i matkjeden er en potensiell 

eksponeringsrute for alle mennesker. Selv om AR-bakteriene ikke nødvendigvis er patogene, 

kan de fortsatt bidra til spredning ved å være et reservoar for AR-gener. Studier viser at GI-

trakten hos mennesker kan være reservoar for AR-gener (Penders et al., 2013). GI-trakten har 

høy tetthet av mikroorganismer, og er i tillegg et åpent system som hver dag møter et mylder 

av bakterier som stammer fra miljøet; deriblant mat og vann. Disse innkommende bakteriene 

kan ha AR-gener, og hvis de i tillegg er patogene eller opportunistisk patogene av matbåren 

opprinnelse, kan slike AR-bakterier utgjøre en direkte risiko for verten. Alternativt kan disse 

innkommende bakteriene overføre sine resistensgener gjennom HGT til GI-traktens 
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mikrobielle samfunn. Studier har påvist store reservoarer for AR-gener i GI-trakten til 

mennesker (Rolain, 2013). Disse reservoarene av AR-gener kan mobiliseres og overføres fra 

en bakterie til en annen bakterie i tarmen, og spesielt til menneskepatogener. På denne måten 

kan mat være en direkte spredningsvei av AR-gener gjennom konsum av kontaminert mat (se 

figur 1.2). Av denne grunn er det viktig å også studere utbredelsen av AR-bakterier i matkjeden 

for å kunne igangsette tiltak for å stoppe videre spredning av antibiotikaresistens. 

 

Figur 1.2: Eksempel på spredningsrute for AR-bakterier i salat. Antibiotika gis til matproduserende dyr. AR-

bakterier utvikler seg i tarmfloraen til dyrene. Gjødsel eller vanningsvann kontaminert med avføring (og AR-

bakterier) brukes på avlinger av salat. Salat kontaminert med AR-bakterier havner på matbordet, overføres 

til mennesker og kan etablere seg i tarmfloraen. AR kan overføres fra bakterien til patogene bakterier og 

eventuelt spres videre til andre mennesker. Patogene bakterier med AR kan forårsake infeksjoner som er mer 

alvorlig og vanskeligere å behandle enn følsomme bakteriestammer.    
 

1.6 Forekomst av antibiotikaresistens i salat  

Det har vært mye fokus på antibiotikaresistens i klinisk sammenheng opp gjennom årene, og 

mer begrenset fokus på utbredelsen av resistens i andre miljøer. I de senere årene har det blitt 

mer og mer kunnskap om hvordan miljøet og deriblant mat spiller en rolle i spredningen av 

AR-gener. Studier rundt i verden har påvist en rekke AR-gener i bakterier isolert fra salat. For 
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eksempel har bakteriestammer resistente mot ampicillin, cefalotin, kloramfenikol, 

streptomycin, nalidixinsyre, kanamycin og gentamicin blitt påvist i salat og spinat i Canada 

(Bezanson et al., 2008). P. aeruginosa-stammer resistente mot en rekke klasser av antibiotika 

inkludert ampicillin, kloramfenikol og trimetoprim/sulfametokazol har blitt isolert fra fersk 

salat fra marked i Jamaica (Allydice-Francis & Brown, 2012). Salat kontaminert med Shigella 

spp. resistente mot tetrasyklin og trimetoprim/sulfametokazol har blitt påvist i Tunisia 

(Mokhtari et al., 2012). Salmonella spp. resistente mot ampicillin, nitrofurantoin, cefalotin og 

kloramfenikol har blitt isolert fra salat fra to markeder i Mexico (Castaneda-Ramirez et al., 

2011). ESBL av CTX-M-15 familien har blitt påvist i Pseudomonas tessidea-stammer og ESBL 

blaRAHN-2 fra Rahnella aquatilis har blitt påvist i spinat i California, USA (Raphael et al., 2011). 

Clostridium difficile resistent mot metronidazol, vankomycin og erytromycin har blitt påvist i 

salat i USA (Han et al., 2018). Disse funnene tyder på utbredelse av AR-gener hos bakterier 

isolert fra salat. Selv om det har vært økt bevissthet rundt miljø som kilde til AR-bakterier, er 

det fortsatt behov for mer kunnskap om utbredelse og spredningsveier.  

Norge importerer mye salat fra land i Sør-Europa som blant annet Italia og Spania. Disse 

områdene er assosiert med høy forekomst av AR-bakterier. For eksempel har et stort utbrudd 

av New Delhi metallo-β-laktamase (NDM)-produserende «Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase» (KPC) har nylig blitt rapportert i Toscana-området i Italia (The European 

Centre for Disease Prevention and Control, 2019). Mellom november 2018 og mai 2019 har 

sykehus i Toscana rapportert om 350 tilfeller. Som figur 1.4 viser, er forekomsten av KPC 

spesielt høy i Italia og Hellas i sammenligning med andre land i Europa. Til sammenligning 

viser figur 1.3 forekomsten av K. pneumoniae resistent mot 3. generasjons cefalosporiner. 

Resistens mot bredspekteret cefalosporiner er svært utbredt i Sør-Europa (The European Centre 

for Disease Prevention and Control, 2018).  
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Figur 1.3: Klebsiella pneumoniae. Prosent (%) av 

invasive isolater med resistens mot 3.generasjon 

cefalosporiner i land i EU/EØS, 2018 (The 

European Centre for Disease Prevention and 

Control, 2018).  

Figur 1.4: Klebsiella pneumoniae. Prosent (%) av 

invasive isolater med resistent mot karbapenemer i 

land i EU/EØS, 2018 (The European Centre for 

Disease Prevention and Control, 2018). 

Import av matvarer produsert i land med høy utbredelse av AR-bakterier er en potensiell 

spredningsrute. I følge NORM/NORM-VET-rapporten fra 2018 er fortsatt forekomsten av AR-

bakterier fra mat og dyr i Norge lav i sammenligning med andre land (NORM/NORM-VET, 

2018, s. 8-9). Norsk overvåkingssystem for antibiotikaresistens hos mikrober (NORM) og 

Norsk overvåkingsprogram for antibiotikaresistens i mikrober fra fôr, dyr og næringsmidler 

(NORM-VET) utgir en årlig rapport som presenterer data om forekomst av antibiotikaresistens 

og forbruk av antibiotika i Norge. NORM/NORM-VET følger kravene til overvåking av 

antibiotikaresistens som er satt av EU-regelverket, i tillegg overvåkes bakterier og 

resistensformer ut fra nasjonale hensyn. Overvåkingen inkluderer analyser for påvisning av 

MRSA, E. coli resistent mot 3. generasjons cefalosporiner eller karbapenemer, samt 

kinolonresistente E. coli. I 2018 ble blant annet bladsalat undersøkt og det ble påvist noen 

isolater av E. coli resistente mot 3. generasjons cefalosporiner. Det samme isolatet av E. coli 

fikk påvist plasmid-mediert kolistinresistensgen. I tillegg ble det påvist enkelte isolater med 

kinolonresistent E. coli. Karbapenemase-produserende Enterobacteriaceae har aldri blitt påvist 

i prøver fra dyr eller mat i Norge.  

Overvåkingen av AR-bakterier inkluderer hovedsakelig kjente og mer vanlige patogene 

bakterier i Enterobacteriaceae-familien og Staphylococcus spp. I tillegg testes det hovedsakelig 

for de mest vanlige resistensgenene. Dette betyr at vi ikke kan utelukke at det finnes andre 

bakteriearter som bærer på andre AR-gener i mat som selges på det norske markedet. Disse 
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bakteriene kan også være et viktig ledd i spredning av resistens. På bakgrunn av studier som 

har dokumentert hvordan bakterier i tarm kan være reservoar for AR-gener mottatt fra 

innkommende bakterier, bør også forekomsten av AR-gener i andre bakteriefamilier isolert fra 

mat, samt forekomsten av mer sjeldne AR-gener undersøkes.  

1.7 Metodisk teori 

1.7.1 Dyrkningsbaserte metoder  

Dyrkningsbaserte metoder er enkle metoder for påvisning av fenotypisk karakteristikk. 

Screening med bruk av medier tilsatt antibiotika er en mye brukt metode for oppdyrkning av 

bakteriestammer med fenotypisk resistens. Blodagar kan brukes for påvisning av β-hemolyse 

hos bakteriestammer.  

1.7.1.1 Screening for fenotypisk antibiotikaresistens 

Screening for fenotypisk antibiotikaresistens gjøres ved bruk av medier tilsatt antibiotika. 

Stammene som vokser på mediet klarer å vokse i nærvær av antibiotika som er tilsatt. 

Følsomme stammer vil hemmes av antibiotika og vil ikke vokse på skålen. På denne måten blir 

stammer med fenotypisk resistens mot antibiotika tilsatt i mediet selektert ut. Ofte er de 

selektive mediene også kromogene. Kromogene medier inneholder fargeløse molekyler 

(kromogener) som er substrat for spesifikke enzymer hos en bakterieslekt eller art (Perry, 2017). 

Når målorganismens enzymer bryter ned det fargeløse kromogene substratet, vil det endre 

farge. Organismer med enzymer som kan bryte ned kromogenet vil vokse med kolonier med 

karakteristisk farge og kan skilles fra andre bakterieslekter eller arter. 

BrillianceTM ESBL (Thermo Fisher Scientific Inc) er en kromogen og selektiv screeningskål 

for deteksjon av ESBL-produserende organismer. Mediet vil også gi en presumptiv 

identifisering av ESBL-produserende E. coli, samt Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia 

spp. og Citrobacter spp. (KESC-gruppen) (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a). Skålen 

inneholder cefpodoxim som er et 3. generasjons cefalosporin. I tillegg inneholder skålen andre 

antimikrobielle stoffer som hemmer de fleste ikke-ESBL Enterobacteriaceae, AmpC 

organismer og andre ikke-ESBL organismer (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a). Skålen 

inneholder to kromogener som er spesifikke mål-substrat for to enzymer; galaktosidase og β-

glucuronidase. KESC-gruppen har enzymaktivitet av galaktosidase som resulterer i grønne 

kolonier (Thermo Fisher Scientific Inc, 2010a). E. coli har enzymaktivitet av både galaktosidase 

og β-glucuronidase som resulterer i blå kolonier. β-glucuronidase-negative E. coli vil danne 

rosa kolonier. Proteus, Morganella og Providencia kan ikke bryte ned de to kromogenene, men 
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kan deaminere tryptofan som resulterer i en lys beige farge med brun «halo» (Thermo Fisher 

Scientific Inc, 2010a). Bakterier med andre resistensmekanismer kan også vokse på skålen.  

BrillianceTM CRE (Thermo Fisher Scientific Inc) er en kromogen og selektiv screeningskål for 

deteksjon av karbapenem-resistente Enterobacteriaceae, inkludert NDM-1. Mediet gir også en 

presumptiv identifisering av KRE. Skålen inneholder et modifisert karbapenem på et nivå som 

er anbefalt av EUCAST og CLSI (Thermo Fisher Scientific Inc, 2016). Skålen er tilsatt to 

kromogene stoffer som skiller E. coli (rosa kolonier) fra KESC-gruppen (blå kolonier) (Thermo 

Fisher Scientific Inc, 2016). Resistente ikke-KRE organismer vil vokse med fargeløse kolonier. 

Bakterier med andre resistensmekanismer kan også vokse på skålen.  

1.7.1.2 Påvisning av β-hemolyserende stammer 

Blodagar er et næringsrikt medium der et mangfold av bakterier kan vokse og kan brukes for 

påvisning av β-hemolyse hos bakteriestammer. En generell regel er at bakterier med β-

hemolyse er patogene (Sum et al., 2017). β-hemolyse hos ikke-patogene bakterier er sjeldent, 

derfor er β-hemolyse en prediktiv indikasjon på en patogen bakterie.  

Blodagar er et godt medium for vekst av patogene bakterier, da blod bidrar med mange av 

substansene patogene bakterier krever for å vokse (Turgeon, 2012, s. 486). Blodagar er også et 

differensierende medium som skiller bakterier etter evnen til å hemolysere erytrocytter. Man 

skiller mellom α-, β- og ingen-hemolyse. α-hemolyse er ufullstendig/delvis hemolyse av 

erytrocyttene i mediet og vil vises som grønn misfarging i mediet rundt koloniene (Turgeon, 

2012, s. 496). β-hemolyse er fullstendig hemolyse av erytrocyttene i mediet og vil vises som en 

klar sone rundt koloniene.  

1.7.2 Genotypisk deteksjon med molekylærbiologiske metoder 

1.7.2.1 DNA-ekstraksjon 

Før PCR-reaksjonen må DNA isoleres fra bakteriecellene. Bakterier er prokaryoter og består 

av ytre lipidmembran, cytoplasma, proteiner, uorganiske salter, metallioner, sukkermolekyler 

og andre elementer som må fjernes for å få rent DNA. DNA-ekstraksjon består hovedsakelig 

av tre grunnleggende steg; (i) lysering av cellen, (ii) separering av DNA fra andre 

cellekomponenter og (iii) isolering av DNA (Elkins, 2013). Til dette kan kommersielle DNA-

ekstraksjons Kit brukes. GenElute TM Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich 

Corporation) lyserer bakteriene i kaotropisk saltløsning. Tilsetning av etanol fører til binding 



    29 

av DNA når lysatet spinnes gjennom en silica-membran og ned i røret. Materialet blir vasket 

for å fjerne resterende kontaminanter.  

1.7.2.2 Polymerase kjedereaksjon (PCR) og screening for ESBL- og KRE-fenotype ved bruk av 

multipleks PCR  

«Polymerase chain reaction» (PCR) er en etablert metode for amplifisering av små mengder 

DNA. Små mengder DNA kopieres opp til millioner av identiske kopier av DNA-sekvensen av 

interesse. Standard PCR er basert på noen få komponenter; vann, buffer, MgCl2, 

deoksyribonukleotidtrifosfater (dNTP; samlebetegnelse på dATP, dCTP, dGTP og dTTP), to 

primere (forward og revers), polymerase og templat DNA. Vann tilsettes for å gi et flytende 

miljø hvor reaksjonen kan skje (Integrated DNA technologies, 2011). Bufferen tilsettes for å gi 

optimal pH og monovalent saltmiljø. dNTP er byggesteinene i reaksjonen som DNA-

polymerase bruker for å syntetisere DNA. Reaksjonen krever energi som fås fra β- og γ-fosfat 

i dNTP. Templat DNA er DNA fra prøvematerialet som skal amplifiseres. Templat DNA må 

være så rent som mulig da reaksjonen ikke skiller mellom kontaminert DNA og templat-DNA. 

MgCl2 tilsettes for å bidra med Mg2+-kationer som kreves som kofaktor for DNA-polymerase. 

DNA-polymerase er enzymet som katalyserer dannelse av ny DNA-tråd. Vanligvis brukes Taq 

DNA-polymerase isolert fra den termofile bakterien Thermus aquaticus. Taq DNA-polymerase 

er stabil ved 95 °C og tåler dermed denatureringssteget i PCR-reaksjonen. Primerne av 

oligonukleotid virker som startsekvens for DNA-polymerase slik at amplifiseringen starter på 

ønsket del av DNA-sekvensen. Primere er ofte rundt 18-28 nukleotider som er komplementære 

til DNA i hver ende av DNA-sekvensen (Lie, 2000). Primere velges/designes ut fra området av 

DNA-sekvensen som skal amplifiseres.  

PCR-reaksjonen består av tre trinn som gjentas i rundt 30-40 sykluser. Det første trinnet er 

denaturering med oppvarming til 94-98 °C slik at dobbelttrådet DNA skilles til enkelttrådet 

DNA. Temperaturen senkes til 50-65 °C slik at primerne kan feste seg på DNA-trådene. 

Primerne fester seg i område hvor primer-sekvensen er komplementær til templat-DNA-

sekvensen. Videre økes temperaturen til 72 °C som er optimal temperatur for aktivitet av Taq-

DNA-polymerase (Lie, 2000). DNA-polymerase replikerer DNA fra 3´-hydroksyl-enden av 

primerne (OH-enden). De tre trinnene gjentas i sykluser med dobling av DNA i hver syklus helt 

til nok DNA er amplifisert til det formålet det skal brukes. PCR-reaksjonen skjer vanligvis i en 

termosykler som har varmeblokker som programmeres etter temperatur, antall sykluser og 

inkubasjonstid ved hver temperatur. Resultatet av PCR-reaksjonen er millioner av kopier av 

DNA-sekvensen primerne er rettet mot.  
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1.7.2.2.1 16S rRNA amplifisering 

Amplifisering av gen som koder for 16S ribosomalt RNA (rRNA) gjøres i forkant av 

Sangersekvensering. 16S rRNA-genet brukes som genetisk markør for taksonomisk 

differensiering. 16S rRNA-sekvensen sammenlignes med kjente 16S rRNA-sekvenser i en 

database for å identifisere hvilken bakterieslekt eller art den tilhører. Grunnen til at 16S rRNA-

genet egner seg godt som genetisk markør er at det er tilstede i nesten alle bakterier og er stort 

nok (~ 1,500 bp) for å gi tilstrekkelig genetisk informasjon (Janda & Abbot, 2007). Samtidig 

har funksjonen av genet ikke forandret seg over tid. 16S rRNA-genet egner seg best for 

klassifisering på slektsnivå, men i noen tilfeller kan man også klassifisere på artsnivå. Grunnen 

til dette er at det er større forskjeller i 16S rRNA-genet mellom slekter enn mellom arter.  

1.7.2.2.2 Multipleks PCR 

Multipleks PCR er en metode der flere ulike primerpar blir brukt i samme PCR-reaksjon. 

Primerpar som velges er spesifikke for amplifisering av ulike mål-sekvenser, for eksempel 

resistensgener. Primerpar rettet mot flere resistensgener kan brukes i samme PCR-reaksjon. 

Dette gjør det mulig å amplifisere flere gener på samme tid i én reaksjon istedenfor én reaksjon 

for hver av genene (som ved singlepleks PCR). Singlepleks PCR kan brukes for å finne ut 

hvilket av genene i en positiv multipleks-reaksjon som er tilstede.  

1.7.2.3 Renhetsmåling ved bruk av NanodropTM 2000  

Renheten til ekstrahert DNA vurderes ved å måle absorbans ved bruk av NanoDropTM 2000 

spektrofotometer. NanoDropTM 2000 spektrofotometer måler absorbans av alle molekyler i 

prøven som absorberer ved bølgelengde av interesse. Siden nukleotider absorberer ved 260 nm 

vil de bidra til total absorbans i prøven, derfor må nukleinsyreprøver renses før måling  (Thermo 

Fisher Scientific Inc, 2009). Ratioen av absorbans ved 260 nm og 280 nm brukes for å vurdere 

renheten av DNA. En ratio på ~ 1,8 er vanligvis akseptert som «rent» for DNA. Hvis ratioen er 

lavere enn dette, indikerer det tilstedeværelse av protein, fenol eller andre kontaminanter som 

absorberer sterkt ved 280 nm. Ratioen av absorbans ved 260 nm og 230 nm brukes som en 

sekundær måling av nukleinsyre-renhet. 260/230 ratio for «ren» nukleinsyre er ofte høyere enn 

for ved 260/280 ratio. Ratioen for 260/230 bør være i området 2,0-2,2. Hvis ratioen er lavere 

enn forventet kan det indikere tilstedeværelse av kontaminanter som absorberer ved 230 nm, 

som for eksempel EDTA, karbohydrater og fenol har absorbans nær 230 nm.  
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1.7.2.4 Kvantifisering av DNA ved bruk av Qubit® fluorometer 

Kvantifisering av DNA gjøres for å bestemme mengden DNA i prøven for å vurdere om det er 

nok DNA i prøven eller om den eventuelt må fortynnes. Kvantifisering gjøres også for å kunne 

vurdere hvor mye primer som skal tilsettes ved Sangersekvensering. Ved kvantifisering av 

DNA ved bruk av Qubit® 2.0 fluorometer, brukes fluorescens-baserte reagenser som er 

selektive for dsDNA. Måleinstrumentet måler fluorescens og kan dermed beregne mengden 

DNA i prøven. Siden man bruker fargestoffer som er selektive for dsDNA vil effekten av 

forurensing i prøven som kan påvirke analysen minimeres (Thermo Fisher Scientific Inc, 

2010b).  

1.7.2.5 Agarose-gelelektroforese 

Agarose-gelelektroforese brukes for å separere DNA-fragmenter ut fra molekylstørrelse. 

Agarose-gelelektroforese egner seg til separering av DNA-fragmenter i størrelsesområdet 100 

bp til 25 kb (Lee et al., 2012). Agarose er et polysakkarid isolert fra tang-artene Gelidium og 

Gracilaria. (Lee et al., 2012). Agarose består av 1,3-bundet β-D-galaktose og 1,4-bundet 3,6-

anhydro-α-L-galaktose og har en tilfeldig spiralstruktur ved høye temperaturer (Stellwagen, 

2010). Ved avkjøling danner agarosekjedene spiralformede fiberbunter som holdes sammen av 

ikke-kovalente hydrogenbindinger. Gelering skjer ved ytterligere avkjøling, da blir 

fiberbuntene bundet sammen i «koblingssoner» ved dannelse av ytterligere hydrogenbindinger 

(Stellwagen, 2010). Dette nettverket av fiberbunter utgjør porer i gelen som DNA-fragmentene 

kan vandre gjennom. Jo høyere konsentrasjon av agarose, dess mindre porestørrelse i gelen 

(Lee et al., 2012).  

DNA blir tilført i støpte brønner i gelen og strømkilde settes på. Fosfatryggen i DNA-molekylet 

er negativt ladd og vil migrere til positivt ladd anode på motsatt side av gelen når DNA-

fragmentene plasseres i et elektrisk felt (Lee et al., 2012). Migrasjonshastigheten til et DNA-

molekyl gjennom en gel bestemmes av størrelsen på DNA-molekylene, konsentrasjonen av 

agarose i gelen, DNA-konformasjon, spenning påført gelen (volt), nærvær av etidiumbromid, 

type agarose og elektroforesebuffer (Lee et al., 2012). Mindre molekyler vil ha mindre friksjon 

når de beveger seg gjennom gelen og vil dermed bevege seg raskere enn store molekyler. På 

denne måten vil molekylene separeres fra størst til minst når gelen avleses fra bunnen til toppen. 

Man bruker ofte fargestoffet bromfenylblått for å se hvor langt elektroforesen har gått og kan 

dermed stoppe elektroforesen når molekylene har vandret tilstrekkelig langt. Etter separasjon 

kan DNA-molekylene visualiseres som «bånd» på gelen under UV-lys. Omtrentlig størrelse på 
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molekylene i båndene kan vurderes ved å sammenligne med en «ladder». En ladder er en 

størrelsesmarkør med bånd der molekylene har kjent størrelse.  

1.7.2.6 Sangersekvensering 

Sangersekvensering er den mest brukte metoden for DNA-sekvensering. Metoden gir en 

nøyaktig basesekvens av templat-DNA. På forhånd kjøres standard PCR for å amplifisere nok 

kopier av DNA. Prinsippet til Sangersekvensering bygger på «kjede-terminering PCR» som 

ligner veldig på standard PCR, men med en stor forskjell; tilsetning av 

dideoksyribonukleotidtrifosfat (ddNTP, fellesbetegnelse for ddTTP, ddCTP, ddATP og 

ddGTP) (Sigma-Aldrich, u.å.). De fire ddNTP er merket med hvert sitt karakteristiske 

fluorescerende molekyl.  

Sekvenseringen starter ved at primer fester seg på templat DNA. Ved begynnelsen av 3´-enden 

vil en ny DNA-tråd syntetiseres ved at DNA-polymerase fester dNTP til den voksende DNA-

tråden (Valencia et al., 2013, s. 4). DNA-polymerase katalyserer dannelse av fosfatdiester-

bindinger mellom den frie 3´-hydroxyl-gruppen (OH-gruppen) på den voksende enden av 

primeren og 5´-fosfatgruppen på dNTP (Valencia et al., 2013, s. 5). Ved en tilfeldig binding av 

ddNTP istedenfor dNTP avbrytes reaksjonen. ddNTP mangler 3´-OH-gruppe som kreves for å 

danne fosfodiester-bindinger, og dermed kan ikke sekvensering fortsette (Sanger et al., 1977). 

Resultatet blir dannelse av millioner til milliarder av DNA-fragmenter avbrutt ved tilfeldige 

lengder (se figur 1.5) (Sigma-Aldrich, u.å.).  

 
Figur 1.5: Prinsipp for Sangersekvensering. Templat-DNA tilsettes DNA-polymerase, dNTP og fluorescensmerket 

ddNTP, det dannes millioner av DNA-fragmenter avbrutt ved tilfeldige lengder. DNA-fragmentene blir separert 

med gelelektroforese. Laster stimulerer fluorescens som resulterer i kromatogram med «fluorecsens-peaks» med 

baserekkefølgen til sekvensen.  
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DNA-fragmentene blir videre separert ut fra størrelse ved bruk av gelelektroforese. Mindre 

fragmenter har mindre friksjon når de beveger seg gjennom gelen og vil derfor bevege seg 

raskere. Resultatet blir separerte DNA-fragmenter fra minst til størst når man leser gelen fra 

bunnen til toppen (Sigma-Aldrich, u.å.).  

Ved avlesning av gelen kan man bestemme basesekvensen av DNA. På bakgrunn av at DNA-

polymerase bare syntetiserer DNA fra 5-´til 3´-retning, vil hver terminator-ddNTP tilsvare et 

spesifikt nukleotid i den opprinnelige DNA-sekvensen. Det korteste DNA-fragmentet tilsvarer 

det første nukleotidet fra 5´-enden, det nest korteste DNA-fragmentet tilsvarer det andre 

nukleotidet fra 5´-enden osv. (Sigma-Aldrich, u.å.). På denne måten kan man lese av 

gelbåndene fra minst til størst og bestemme 5´- til 3´-sekvensen. Ved automatisert 

Sangersekvensering detekteres hvert bånd i kapillærgelen i rekkefølge ved at en laser stimulerer 

de fluorescerende molekylene i hvert bånd, og en sensor detekterer lyset som avgis (Sigma-

Aldrich, u.å.). Bølgelengden på lyset er karakteristisk for hver av de fire ddNTP og kan dermed 

knyttes til identiteten til ddTTP, ddCTP, ddATP og ddGTP. Resultatet blir et kromatogram som 

viser «fluorecens-peaks» for hvert nukleotid langs lengden av templat-DNA.  

1.7.2.7 Helgenomsekvensering med Illumina MiSeq sekvensering 

Illumina MiSeq er en neste-generasjonssekvensering (NGS) metode og brukes til 

helgenomsekvensering. NGS-plattformer utfører en massiv parallellsekvensering der millioner 

av fragmenter av DNA fra en enkelt prøve blir sekvensert samtidig (Grada & Weinbrecht, 

2013). Denne teknologien gjør det mulig å sekvensere hele genomet på under en dag. Hele 

sekvenseringsprosessen kan dels inn i 4 trinn: (i) forberedelse av templat, (ii) dannelse av 

«cluster», (iii) sekvensering og (iv) dataanalyse.  

Forberedelse av templat består av bygge et bibliotek av DNA og videre amplifisere dette 

biblioteket (Grada & Weinbrecht, 2013). Sekvensbiblioteket bygges ved å fragmentere DNA 

fra prøven og feste på adaptersekvenser på endene av DNA-fragmentene. Adaptersekvensene 

er syntetiske oligonukleotider med kjent sekvens som gjør det mulig å skille fragmentene fra 

hverandre etter sekvensering. DNA-biblioteket blir amplifisert og gjør at det blir mulig å 

sekvensere millioner av fragmenter samtidig.  

Dannelse av cluster skjer ved at DNA-fragmentene blir plassert på en overflate («flow cell») 

dekket av oligonukleotider. Adapterne på bibliotek-DNA fester seg på komplementære 
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oligonukleotider. Hvert fragment blir amplifisert til et cluster av kloner gjennom «bridge» 

amplifisering. Når cluster-dannelse er fullført, er templatene klare for sekvensering.  

Miseq-systemet fungerer etter prinsippet «sekvensering ved syntese» og bestemmer 

nukleotidrekkefølgen ved å detektere fluorescens når fluorescens-merkede nukleotider festes 

på den voksende DNA-tråden (Grada & Weinbrecht, 2013). Basesekvensen blir bestemt ved 

deteksjon av bølgelengde og lysintensitet fra stråling som avgis fra de fluorescerende 

nukleotidene. Hver av de fire nukleotidene har karakteristisk fluorescens og dermed kan 

basesekvens identifiseres. Dette skjer i flere sykluser til alle DNA-fragmenter er sekvensert.   

Etter sekvenseringen er ferdig må sekvens-rådata gjennom flere dataanalysesteg. Sekvensene 

består av tusenvis av korte fragmenter (300 bp) som kalles «reads». Kort forklart består 

datanalysen av forbehandling av data for å fjerne adaptersekvenser og sekvenser med lav 

kvalitet, sammensetning av data og analyse av sammensatt sekvens. Analyse av sekvensen kan 

omfatte et bredt utvalg av bioinformatiske metoder.  

 

1.7.3 Antibiotika følsomhetstest 

Følsomhetstest er en fenotypisk metode som brukes for å vurdere bakteriestammenes følsomhet 

mot utvalgte antibiotika. Antibiotika-gradientsstrips legges på en Mueller-Hinton (MH)-

agarskål inokulert med bakterieløsning tilsvarende 0,5 McFarland standard. MH-medium er et 

standardmedium for følsomhetstest som er anerkjent av Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) og European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 

og brukes i standardprosedyrer. McFarland standard brukes til å standardisere omtrentlig antall 

av bakterier i en væskesuspensjon ved å sammenligne turbiditeten av prøvesuspensjonen med 

turbiditeten til McFarland standarden (Dalynn Biologicals, 2002). McFarland standard er en 

kjemisk løsning av bariumklorid og svovelsyre. En kjemisk reaksjon mellom disse to 

kjemikaliene resulterer i dannelse av et fint bunnfall av bariumsulfat. Når dette bunnfallet 

blandes godt er McFarland standarden visuelt sammenlignbar med en bakteriesuspensjon med 

kjent konsentrasjon. McFarland standard 0,5 kan sammenlignes med omtrentlig 1,5 x 108 

bakteriesuspensjon/mL.  

Når gradientstripsen legges på inokulert medium, diffunderer den forhåndsdefinerte 

eksponentielle gradienten av antimikrobielt middel til mediet (Liofilchem Inc, u.å.). Etter 18 

timer inkubasjon eller lenger, dannes en symmetrisk hemmingsellipse sentrert langs stripsen. 

«Minimum inhibitory concentration» (MIC) leses av direkte fra skalaen i form av µg/mL 
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(mg/L) på det punktet der kanten av hemmingsellipsen krysser MIC-teststrimmelen. MIC er 

definert som den laveste konsentrasjonen av et antimikrobielt middel som vil hemme synlig 

vekst av en mikroorganisme etter inkubering (Andrews, 2001).  

EUCAST har utviklet brytningspunkt for å kategorisere bakterier i tre kategorier; resistent (R), 

følsom ved økt eksponering (I) og følsom for standarddose (S). Bakterien er kategorisert som 

R når det er høy sannsynlighet for behandlingssvikt ved bruk av antibiotikumet, selv ved økt 

eksponering (EUCAST, 2020). Bakterien er kategorisert som I når det er høy sannsynlighet for 

at behandlingen virker ved økt eksponering av antibiotikumet. Bakterien er kategorisert som S 

når det er høy sannsynlighet for at behandling med antibiotikumet virker når antibiotikumet gis 

i henhold til standard doseregime.  

Brytningspunktene for resistens settes ved å sammenligne farmakokinetikk/farmakodynamikk 

av antibiotikumet i kombinasjon med virkning på «villtype» bakterier. Bakterier defineres som 

resistent mot antimikrobiell forbindelse når MIC er høyere enn for villtypen av samme bakterie 

(EUCAST, 2020). Av denne grunn vil brytningspunktene variere mellom forskjellige arter og 

geografiske regioner. EUCAST har ikke utviklet brytningspunkt for alle organismer. I tilfeller 

hvor det ikke finnes artsspesifikke brytningspunkt eller andre anbefalinger brukes 

farmakokinetikk/farmakodynamikk (PK-PD)-brytningspunkt. PK-PD brytningspunkt er ikke-

artsspesifikke brytningspunkt som er basert på om MIC kan oppnås hos en pasient med hensyn 

til medisindosering (farmakokinetikk) og virkemåte (farmakodynamikk) og om det kan 

forventes å resultere i suksessfull behandling. Hvis MIC er høyere enn PK-PD R-

brytningspunkt er bruk av middelet frarådet. Hvis MIC er lavere eller samme som PK-PD S-

brytningspunkt kan midlet brukes med forsiktighet mot aktuell organisme.  
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2. Materialer og metoder 

2.1 Flytskjema over prosess og metoder 

Figur 2.1 viser flytskjema over prosessen og metoder brukt for analyse av salat. Grå bokser 

illustrerer prosess/metode alle prøvene gikk gjennom. Hvite bokser illustrerer prosess/metode 

utvalgte prøver gikk gjennom.   

 
Figur 2.1: Flytskjema over prosess- og metodeflyt. Grå bokser: alle prøver. Hvite bokser: utvalgte prøver.  
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2.2 Prøvemateriale 

Prøvematerialet i denne studien var tre «vasket og spiseklar» salater. Salat 1 (S1) ble kjøpt inn 

21.01.20 og salat 2 (S2) og salat 3 (S3) ble kjøpt inn 03.02.20. S1 og S3 var importert fra Italia 

og Spania, og S2 var importert fra Italia.  

Prøvemateriale ble veid opp i VWR® Blender Bag med filter og tilsatt 100 ml milliQ-vann (se 

tabell 2.1) (VWR International). Stomacher 400 Laboratory Blender fra Seward ble brukt til å 

blande prøvematerialet (Seward Ltd). Posene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer.  

Tabell 2.1: Mengde prøvemateriale for prøve S1, S2 og S3.  

Prøve Vekt (g) milliQ-vann (ml) 

S1 15,56 100 

S2 24,60 100 

S3 28,90 100 

 
2.3 Fenotypisk dyrkningsbaserte metoder 
Prøvematerialet fra inkubert pose ble dyrket på de selektive kromogene mediene; BrillianceTM 

ESBL og BrillianceTM CRE fra Oxoid (Thermo Fisher Scientific Inc). Prøvematerialet ble i 

tillegg dyrket på Tryptone Soya Agar med saueblod fra Oxoid (Thermo Fisher Scientific Inc).  

2.3.1 Dyrkning på Tryptone Soya Agar med saueblod 

Prøvematerialet fra inkubert pose ble fortynnet 1:100, 1:500, 1:1000 og 1:10.000 med milliQ-

vann og dyrket på Tryptone Soya Agar med saueblod fra Oxoid (Thermo Fisher Scientific Inc). 

Agarskålene ble inkubert ved 37 °C i 24-48 timer. Etter inkubering ble hemolyserende 

enkeltkolonier fra hver av prøvene (S1, S2 og S3) podet videre på ny Tryptone Soya Agar med 

saueblod og inkubert ved 37 °C i 24 timer. Dette ble gjort i to omganger for å rendyrke 

koloniene. Etter rendyrkning ble hemolyserende koloni dyrket i Brain Heart Infusion buljong 

(BHI) i 24 timer (Thermo Fisher Scientific Inc). BHI-buljong ble laget etter produsentens 

prosedyre.  

2.3.2 Dyrkning på selektive kromogene medium (BrillianceTM ESBL og BrillianceTM CRE).  

Prøvemateriale fra inkubert pose ble dyrket på de selektive kromogene mediene BrillianceTM 

ESBL og BrillianceTM CRE med hensikt å screene bakteriene etter ESBL- og KRE-fenotypisk 

resistens (Thermo Fisher Scientific Inc). Agarskålene ble inkubert i 24-48 timer ved 37 °C. 

Enkeltkolonier ble podet videre på ny BrillianceTM ESBL- og BrillianceTM CRE-skål (Thermo 



    38 

Fisher Scientific Inc). Dette ble gjort i to omganger for å rendyrke koloniene. Etter rendyrkning 

ble kolonier dyrket i BHI-buljong i 24 timer (Thermo Fisher Scientific Inc). BHI-buljong ble 

laget etter produsentens prosedyre.  

Fargeforandring i bakteriekoloniene ble vurdert i henhold til screeningprosedyre for 

BrillianceTM ESBL og BrillianceTM CRE (Thermo Fisher Scientific Inc). 

Fargescreeningprosedyre er kort oppsummert i tabell 2.2.  

Tabell 2.2: Identifisering av bakteriekolonier i henhold til produsentens fargescreeningprosedyre (Thermo 

Fisher Scientific Inc) 

ESBL 
Blå eller rosa E. coli 
Grønn Klebsiella, Enterobacter, Serratia og Citrobacter 
Brun «halo» Proteus, Morganella og Providencia 
Fargeløse Salmonella, Acinetobacter eller andre1  
CRE 
«CRE positive» «Resistent ikke-KRE» 
Blå Klebsiella, Enterobacter, 

Serratia og Citrobacter  
Hvite eller fargeløs Acinetobacter eller 

andre1 

Rosa E. coli Brun «halo» Proteus, Morganella, 
Providencia eller andre1 

Bakterier med andre resistensmekanismer kan også vokse på skålen 

Prøveidentitet ble gitt ut ifra hvilken salat bakterien stammet fra og hvilket medium den vokste 

på, som vist i tabell 2.3.  

Tabell 2.3: Prøveidentitet gitt ut fra opprinnelsessalat og vekst på medium 

Prøve Hentet fra1 Prøveidentitet 
Salat 1 Tryptone Soya Agar med saueblod S1.1 

BrillianceTM CRE S1.2 
BrillianceTM ESBL S1.3 
BrillianceTM ESBL S1.4 

Salat 2 Tryptone Soya Agar med saueblod S2.1 
BrillianceTM CRE S2.2 
BrillianceTM CRE S2.3 
BrillianceTM ESBL S2.4 
BrillianceTM ESBL S2.5 

Salat 3 Tryptone Soya Agar med saueblod S3.1 
BrillianceTM CRE S3.2 
BrillianceTM ESBL S3.3 

1) Alle mediene er fra Thermo Fisher Scientific Inc.  
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2.4. DNA-ekstraksjon 

DNA-ekstraksjon fra bakteriekoloniene ble utført med bruk av «GenElute TM Bacterial 

Genomic DNA Kits» fra Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich Corporation). Ekstraksjonen ble utført 

i henhold til produsentens prosedyre for Gram-positive bakterier, med unntak av steg 10 hvor 

bufferen til «GenElute TM Bacterial Genomic DNA Kit» ble erstattet med «SequalPrep Elution 

buffer» fra Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific Inc). Årsaken er at Sigma-Aldrich sin 

elueringsbuffer inneholder EDTA. EDTA hemmer enzym som er viktig for sekvensering, noe 

som fører til redusert utbytte eller lav og ujevn dekning (coverage) ved bioinformatiske analyser 

(Lindstedt, 2020).  

500 µl av bakteriekultur ble tilsatt 500 µl 60% glyserol i 2 ml NuncTMCryoTubesTM (Thermo 

Fisher Scientific Inc). Rørene ble fryst ved -80 °C for langtidsoppbevaring.  

2.5 Kvantifisering og renhetsmåling av DNA 
Renheten til DNA i prøvene etter DNA-ekstraksjon ble vurdert med bruk av NanoDropTM 2000 

spektrofotometer (Thermo Fisher Scientific Inc). Instrumentet ble kalibrert med 2 µl destillert 

vann før bruk. Prøvene ble avlest etter instrumentets prosedyre. Ratioene 260:280 nm og 

260:230 nm ble avlest. Linsen ble tørket med papir mellom hver avlesning.  

Kvantifisering av DNA-konsentrasjonen i prøvene etter DNA-ekstraksjon ble utført ved bruk 

av Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific Inc). Utførelsen ble gjennomført etter 

produsentens prosedyre for dsDNA «broad range» (BR) kvantifisering. DNA Standard 1 og 2 

ble avlest før avlesning av prøver (Thermo Fisher Scientific Inc). Det ble laget «working 

solution» av 199 µl QubitTM Buffer og 1 µl QubitTM Reagent per prøve. 198 µl Qubit «workning 

solution» ble tilsatt 2 µl prøve og avlest etter instrumentets prosedyre.  

 
2.6 Sangersekvensering av 16S rRNA 

2.6.1 16S rRNA amplifisering ved bruk av PCR 

For amplifisering av 16S rRNA ble det brukt «iProofTM High Fidelity DNA Polymerase Kit» 

(Bio-Rad Laboratories Inc). Det ble laget en «mastermix» av IproofTM HF buffer, dNTP, 

Forward og Reverse primer, PCR grade H2O og IproofTM DNA polymerase (Bio-Rad 

Laboratories Inc). 38 µl av mastermix ble tilsatt 2 µl prøve (templat DNA) i «PCR 8 – tube 

strips» (VWR International) eller «MicroAmp® 8-Tube Strip» (Applied biosystems® by life 

technologiesTM) etter hvilken PCR-maskin som ble brukt. Dette ble gjort for hver prøve. Tabell 

2.4 viser forberedelse av DNA for PCR; start- og sluttkonsentrasjon i PCR-reaksjonen, samt 
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volum av reagensene for en reaksjon. Tabell 2.5 viser primersekvensene brukt for 

amplifiseringen.  

Tabell 2.4: Reaksjonsoppsett for amplifisering av 16S rRNA ved bruk av PCR.  

Reagens Starkonsentrasjon Sluttkonsentrasjon Volum (µl) 
1 reaksjon 

IproofTM HF buffer 5x 1x 8 

dNTP 10 mM 200 µM 0,8 

Forward primer 5 µM 0,25 µM 2 

Reverse primer 5 µM 0,25 µM 2 

PCR grade H2O   24,8 

IproofTM DNA polymerase 2 U/µl 0,02 U/µl 0,4 

Templat DNA 5-100 ng/µl1 7,5-150 ng 2 

Totalt 40 
1) Konsentrasjonen av templat DNA varierte i de ulike prøvene, se vedlegg A for 

konsentrasjonsmålinger.  

Tabell 2.5: Primersekvenser brukt til amplifisering av 16S rRNA-genet  

Primer Primersekvens (5´-3´) Størrelse (bp) 

«Forward» GAGTTTGATCCTGGCTCAG 1505 

«Reverse» GGTTACCTTGTTACGACTT 

PCR-maskinene som ble benyttet i denne masteroppgaven var Bio-Rad C1000TM Thermal 

Cycler (Bio-Rad Laboratories Inc), PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research) og SimpliAmp 

Thermal Cycler (Applied biosystems® by life technologiesTM). Tid- og temperaturprogram for 

PCR-maskinen brukt for amplifisering av 16S rRNA-gen vises i tabell 2.6.  

 
Tabell 2.6: Tid/temperatur-program for PCR-reaksjon for amplifisering av 16S rRNA 

 Tid 
(min:sek) 

Temperatur  
(°C) 

Sykluser 

Aktivering av IproofTM DNA polymerase 00:30 98 1 

3-trinns-syklus: 

      Denaturering 00:10 98 

35 Primer annealing 00:30 55 

Primer ekstensjon 00:45 72 

Endelig ekstensjon 10:00 72 1 

Avkjøling ∞ 4  
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2.6.2 Agarose gelelektroforese 

For utførelse av elektroforese ble det laget 0,8% agarosegel. Det ble laget både store og små 

geler etter hvor mange PCR-produkter som skulle analyseres. 50 ml 1x Tris-acetat-EDTA 

(TAE)-buffer (Bio-Rad Laboratories Inc) og 0,4 g SeaKem® LE Agarose (Cambrex Bio Science 

Rockland Inc) ble blandet sammen i en Erlenmeyerkolbe (for stor gel ble ingrediensene x5). 1x 

TAE-buffer ble fortynnet fra 5x TAE-buffer (50 mM EDTA-dinatriumsalt, 2 M Tris og 1 M 

iseddik). Kolben med løsningen ble varmet i mikrobølgeovn på maksimum styrke til løsningen 

kokte (ca. 1 minutt), etterfulgt av 1 minutt på 600 watt til alt pulveret var oppløst. Etter 

oppvarming ble kolben satt til avkjøling på benk. Videre ble 2,5 µl (12,5 µl for stor gel) 

GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) tilsatt før løsningen ble helt over i et 

utstøpningskar med brønnkammer (Bio-Rad Laboratories Inc).  

Etter gelen var fast ble brønnkammene tatt ut. Små geler ble overført til Mini-Sub® Cell Model 

GT System (Bio-Rad Laboratories Inc) og store geler til Sub-Cell® Cell Model GT System 

(Bio-Rad Laboratories Inc) som var fylt med 1x TAE-buffer. 1 µl 100 bp DNA Ladder (New 

England Biolabs Inc), 4 µl Gel Loading Dye (New England Biolabs Inc) og 20 µl 1x TAE-

buffer ble blandet sammen i Eppendorfrør. 6 µl av denne «ladderen» ble tilsatt i første brønn 

på agarosegelen, samt midterste brønn på stor gel. 3 µl prøve, 4 µl milliQ-vann og 3 µl Agarose 

Gel Loading dye 6x (VWR Life Science Ambresco) ble blandet sammen i brønn på en 

brønnplate for hver av prøvene. 10 µl av denne blandingen ble tilsatt brønnene på agarosegelen. 

Bio-Rad PowerPac 300 (Bio-Rad Laboratories Inc) ble brukt som strømkilde for elektrofose. 

80-130 volt ble brukt for alle PCR-produktene. Strømmen ble skrudd av da molekylene var 

vandret tilstrekkelig langt i gelen. Agarosegelen ble tatt bilder av under UV-lys i Molecular 

Imager® Gel DocTM XR Imaging System (Bio-Rad Laboratories Inc). Båndstørrelse på PCR-

produktene ble vurdert ved å sammenligne med «ladder».  

2.6.3 Rensing av 16S rRNA PCR-produkt 

GenEluteTM PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich Corporation) ble brukt til rensing av PCR-

produkt. Rensingen ble utført etter produsentens prosedyre. Etter rensing ble DNA-

konsentrasjonen kvantifisert ved bruk av Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific 

Inc). Utførelsen ble gjennomført etter produsentens prosedyre for dsDNA BR kvantifisering på 

samme måte som tidligere. Prøver med >80 ng/µl ble tilsatt 3 µl prøve og 7 µl primer i 1,5 ml 

Microtubes (Axygen Inc) prøver med 20-80 ng/µl ble tilsatt 5 µl prøve og 5 µl primer, og prøver 

med <20 ng/µl ble tilsatt 7 µl prøve og 3 µl primer. Rørene ble sendt til Eurofins Gatc biotech, 

Konstanz, Germany for Sangersekvensering.  
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2.6.4 Dataanalyse Sangersekvensering 

Rådata mottatt fra Eurofins Genomics i form av «forward»- og «reverse»-sekvenser ble 

behandlet ved bruk av BioEdit® Sequence Alignment Editor (Ibis Biosciences Inc). 

Sekvensområder med dårlig separering av baser ble klippet bort. Med bruk av funksjonen «CAP 

contig assembly program» ble sekvenspar sammenslått til en kontig-sekvens. Kontig-

sekvensene ble kopiert inn i «Basic Local Alignment Search Tool» (BLAST) fra «National 

Center for Biotechnology Information» (NCBI). BLAST finner regioner med likhet mellom 

sekvenser. Programmet sammenligner nukleotidsekvens til sekvenser i databasen og beregner 

statistisk signifikans. Det ble utført søk i standard database med valgfunksjonen «Reference 

RNA Sequences».  

2.7 Screening for ESBL- og KRE-genotypisk resistens 

2.7.1 Multipleks PCR for påvisning av ESBL- og KRE-genotyper 

Det ble benyttet tre multipleks primermikser (ESBL 1, 2 og 3) for screening for ESBL-

genotypisk resistens. For screening av KRE-genotypisk resistens ble det brukt to multipleks 

primermikser (CAR 1 og 2). Hver primermiks inneholdt 3-4 primerpar rettet mot målgen som 

er vanlige for ESBL og karbapenemaser. Det ble også laget en mastermiks som inneholdt 

positive kontrollgener (positiv kontroll). Tabell 2.7 og 2.8 viser oversikt over primere i 

primermiksene. Alle primerne er fra invitrogen (Thermo Fisher Scientific Inc).  

Tabell 2.7: Oversikt over primere brukt i primermikser for screening av KRE-genotype 

 

Primere Primersekvens (5´-3´) Målgen Størrelse 
(bp) Referanse 

CAR 1  
CMY2_F GCATCTCCCAGCCTAATCCC 

blaCMY 188 (Finton et al., 2020, 
innsendt manuskript) CMY2-R TTCTCCGGGACAACTTGACG 

MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT 
blaOXA-48 281 (Dallenne et al., 2010) 

MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA 
IMP-F ACAGGGGGAATAGAGTGGCT 

blaIMP 393 (Finton et al., 2020, 
innsendt manuskript) IMP-R AGCCTGTTCCCATGTACGTT 

MultiTSOO-F ATAGAGCACACTCGCAGACG 
blaVIM 564 (Finton et al., 2020, 

innsendt manuskript) MultiTSOO-R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT 
CAR 2  
NDM-F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 

blaNMD 157 (Finton et al., 2020, 
innsendt manuskript) NDM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 

SFC1-F GGAGGGCGAATTGGGGTTTA 
blaSFC 268 (Finton et al., 2020, 

innsendt manuskript) SFC1-R CACTGTACTGCAGAGTGGCA 
KPC-F TCCGTTACGGCAAAAATGCG 

blaKPC 460 (Finton et al., 2020, 
innsendt manuskript) KPC-R GCATAGTCATTTGCCGTGCC 
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Tabell 2.8: Oversikt over primere brukt i primermiksene for screening av ESBL-genotype 

Primere Primersekvens (5´-3´) Målgen 
Størrelse 
(bp) Referanse 

ESBL 1  

MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT 
blaOXA-48 281 

(Dallenne et 
al., 2010) MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA 

MultiCTXMGp2-F CGTTAACGGCACGATGAC 
blaCTX-M (gr. 2) 404 (Dallenne et 

al., 2010) MultiCTXMGp2-R CGATATCGTTGGTGGTTCCAT 

MultiTSOO-F GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 
blaOXA 564 

(Dallenne et 
al., 2010) MultiTSOO-R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG 

MultiTSOS-F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 
blaSHV 713 (Dallenne et 

al., 2010) MultiTSOS-R ATCCCGCAGATAAATCACCAC 

ESBL 2  

MultiCTXMGp9-F TCAAGCCTGCCGATCTGGT 
blaCTX-M (gr. 9) 561 

(Dallenne et 
al., 2010) MultiCTXMGp9-R TGATTCTCGCCGCTGAAG 

MultiCTXMGp1-F TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 
blaCTX-M (gr. 1) 688 (Dallenne et 

al., 2010) MultiCTXMGp1-R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 

MultiSOT-F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 
blaTEM 800 

(Dallenne et 
al., 2010) MultiSOT-R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 

ESBL 3  

NDM-F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 
blaNDM 157 

(Finton et al., 
2020, innsendt 
manuskript) NDM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 

VIM-F ATAGAGCTCAGTGTGTCGGCAT 
blaVIM 564 

(Finton et al., 
2020, innsendt 
manuskript) VIM-R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT 

KPC-F TCCGTTACGGCAAAAATGCG 
blaKPC 460 

(Finton et al., 
2020, innsendt 
manuskript) KPC-R GCATAGTCATTTGCCGTGCC 

Positiv kontroll  

rpoB-F CAGGTCGTCACACGGTAACAAG 
rpoB 512 

Universale 
primere rpoB-R GTGGTTCAGTTTCAGCATGTAC 

16S-F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
16S rRNA 1505 

Universale 
primere 16S-R GYTACCTTGTTACGACTT 

 

Amplifisering av aktuelle resistensgener ble utført ved bruk av QIAGEN® Multiplex PCR Kit 

(Qiagen). Produsentens prosedyre ble fulgt, med unntak av at volumet ble halvert; det ble brukt 

totalt reaksjonsvolum på 25 µl istedenfor 50 µl (se tabell 2.9). Reagensene ble pipettert i PCR-

rør før prøvene ble plassert i PCR-maskin. PCR-program for amplifisering av DNA i ESBL-

prøver er vist i tabell 2.10, og for amplifisering av DNA i CAR-prøver er vist i tabell 2.11. 

Etterpå ble gelelektroforese utført på samme måte som ved amplifisering av 16S rRNA.  
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Tabell 2.9: Reaksjonsoppsett for multipleks PCR 

Reagenser 
Volum (µl) 

(1 reaksjon) 
Sluttkonsentrasjon 

2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 12,5 1x* 

Primermiks 2,5 0,2 µM av hver primer 

PCR-grade H2O 9 - 

Templat DNA 1 < 1 µg DNA/reaksjon 

Totalt reaksjonsvolum 25  
* Inneholder 3 mM Mg2+ 

Tabell 2.10: Tid/temperatur-program for PCR-reaksjon for amplifisering av ESBL-gener 

 Tid 
(min:sek) 

Temperatur  
(°C) 

Sykluser 

Aktivering 15:00 95 1 
3-trinns-syklus: 

      Denaturering 00:30 94 
28 Primer annealing 01:30 62 

Primer ekstensjon 01:30 72 
Endelig ekstensjon 10:00 72 1 
Avkjøling ∞ 4  

Tabell 2.11: Tid/temperatur-program for PCR-reaksjon for amplifisering av CAR-gener 

 Tid 
(min:sek) 

Temperatur  
(°C) 

Sykluser 

Aktivering 15:00 95 1 
3-trinns-syklus: 

      Denaturering 00:30 94 
30 Primer annealing 01:30 60 

Primer ekstensjon 01:30 72 
Endelig ekstensjon 10:00 72 1 
Avkjøling ∞ 4  

 

2.7.2 Singlepleks PCR 

Det ble utført singlepleks PCR på prøver som var positive på multipleks PCR. Primerpar rettet 

mot enkelt-målgen ble tilsatt i separate PCR-rør sammen med resten av reagensene (se tabell 

2.9). Det ble benyttet samme reagenser, primere og PCR-program som ved multipleks PCR. 

Agarosegelelektroforese ble gjennomført på samme måte som ved multipleks PCR. Prøver som 

var positive på singlepleks PCR ble renset på samme måte som ved 16S rRNA og sendt til 

Eurofins Genomics i Tyskland for Sangersekvensering.  
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2.8 Antimikrobiell følsomhetstesting  

MIC (Liofilchem) og ETEST® (bioMérieux) gradient-strips ble brukt for å vurdere følsomhet 

mot ulike antibiotika. 12 antibiotikum som omfatter 7 antibiotikaklasser ble vurdert (se tabell 

2.12). Bakterier ble tilsatt saltvannsløsning med 8,5 % NaCl. 0,5 McFarland standard (Dalynn 

Biologicals) ble brukt som sammenligning for å få ca. samme antall av bakterier i løsningen. 

Bakterieløsningen ble «swabet» ut på Mueller Hilton (MH)-agar (Oxoid). Etterpå ble gradient-

strips lagt på inokulert MH-agarskål. Skålene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer. Minste 

hemmende konsentrasjon (mg/L) ble avlest. Det ble gjort to paralleller av alle testene. 

Gjennomsnittet av de to parallellene ble brukt som MIC-verdi.  

Tabell 2.12: Oversikt over panel av antibiotika for følsomhetstesting 

Antibiotikaklasser Antibiotikum 

Aminoglykosider 
Amikacin 
Gentamicin 
Streptomycin 

Cefalosporiner Cefotaxim (3. generasjon) 
Cefepim (4. generasjon) 

Fluorokinoloner Ciprofloxacin 

Karbapenemer Imipenem 
Meropenem 

Makrolider Erytromycin 

Penicilliner Ampicillin (3. generasjon) 
Amoxicillin med clavulansyre 

Trimetoprim Trimetoprim 
 

2.9 Illumina MiSeq sekvensering 

Forberedelse og sending av prøver til Illumina MiSeq sekvensering ble utført av PhD kandidat 

Misti Dawn Finton. 200 ng prøve-DNA til 20 µl sterilt vann ble tilsatt 1,5 ml Eppendorfrør og 

sendt til Norwegian Sequencing Centre som utførte analysen. Prøvene ble sekvensert på en 201 

Illumina MiSeq-plattform.  

Databearbeiding av rådata ble utført av professor Bjørn-Arne Lindstedt. Rådatasekvensene 

består av korte fragmenter (300 bp) som kalles «reads». Adaptersekvensene og «reads» med 

lav kvalitet ble fjernet med bruk av programmet «Trimmomatic». «Reads» ble sammenslått til 

lengre fragmenter med bruk av programmet «Shovill». De lengre fragmentene, «contigs», ble 

brukt til flere søke-analyser; (i) «Comprehensive Antibiotic Resistance Database» (CARD), (ii) 



    46 

«The Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database» (ved NCBI) og (iii) «The 

virulence factor database» (VFDB). CARD og «The Bacterial Antimicrobial Resistance 

Reference Gene Database» ble brukt for å finne resistensgener. VFDB ble brukt for å finne 

virulensgener. Identifikasjon av isolatene ble gjort ved bruk av «Ribosomal Multilocus 

Sequence Typing» (rMLST).  
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3. Resultater 

3.1 Fargescreening fra fenotypisk dyrkning og Sangersekvensering av 16S rRNA 

Fargeforandringer i kolonier som vokste på BrillianceTM CRE og BrillianceTM ESBL ble tolket 

etter produsentens prosedyre (Oxoid). Tolkningen av fargescreening og BLAST-søk av 16S 

rRNA-sekvens er oppsummert i tabell 3.1.  

Tabell 3.1: Tolkning av vekst og fargescreening fra fenotypisk dyrkning, samt BLAST-søk 

Prøve Bilde Tolkning/fargescreening 16S rRNA BLAST-søk 

S1.1 

 

β-hemolyserende 
Mulig patogen Bacillus spp.  

S1.2 

 

Resistent ikke-KRE 
Acinetobacter eller andre Stenotrophomonas spp. 

S1.3 

 

Salmonella, 
Acinetobacter eller andre Pseudomonas spp. 

S1.4 
 

Salmonella, 
Acinetobacter eller andre Achromobacter spp. 

S2.1 
 

β-hemolyserende 
Mulig patogen Bacillus spp. 

S2.2 
 

Resistent ikke-KRE 
Acinetobacter eller andre Stenotrophomonas spp.  

S2.3 
 

Resistent ikke-KRE 
Acinetobacter eller andre Stenotrophomonas spp. 

S2.4 

 

Salmonella, 
Acinetobacter eller andre Pseudomonas spp. 

S2.5 

 

Salmonella, 
Acinetobacter eller andre Achromobacter spp. 

S3.1 
 

β-hemolyserende 
Mulig patogen Aeromonas spp. 

S3.2 
 

Resistent ikke-KRE 
Acinetobacter eller andre Stenotrophomonas spp. 

S3.3 

 

Salmonella, 
Acinetobacter eller andre Pseudomonas spp.  
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Det var vekst av bakterier på alle mediene i denne studien. Alle salatene inneholdt bakterier 

som vokste på BrillianceTM CRE og BrillianceTM ESBL. S1 og S2 hadde vekst av to ulike 

bakterier på BrillianceTM ESBL. All vekst på BrillianceTM ESBL ble tolket som «Salmonella, 

Acinetobacter eller andre» i henhold til fargesceeringsprosedyre (Oxoid). BLAST-søk av 16S 

rRNA-sekvens av kolonier fra BrillianceTM ESBL indikerte vekst av Pseudomonas spp. og 

Achromobacter spp.  

Det var vekst på BrillianceTM CRE for alle salatene. Prøve S1.2, S2.2 og S2.3 vokste med 

blå/grønn-farge i områder med mye vekst, men som gul/fargeløs som enkeltkolonier. All vekst 

på BrillianceTM CRE ble tolket som resistent ikke-KRE i henhold til fargescreeningsprosedyre 

(Oxoid). BLAST-søk av 16S rRNA-sekvens av kolonier fra BrillianceTM CRE indikerte vekst 

av Stenotrophomonas spp. på alle BrillianceTM CRE-skålene. 

β-hemolyserende kolonier ble funnet i alle salatene og vurdert som mulig patogene. BLAST-

søk av 16S rRNA-sekvens indikerte vekst av Bacillus spp. i prøve S1 og S2, og Aeromonas 

spp. i prøve S3.  

3.2 Agarosegelelektroforese av multi- og singlepleks ESBL og CAR PCR-produkt 
Båndstørrelsen på agarosegel ble vurdert i forhold til båndene på «ladderen» som har kjent 

størrelse (bp). Prøver med bånd i størrelsesområde til målgenene i mastermiksen ble tolket som 

positive (+) og prøver uten ble tolket som negative (-). Resultatene fra tolkning av 

gelelektroforese av multipleks ESBL, multipleks CAR og 16Sr RNA PCR-produkt er presentert 

i tabell 3.2.  

Tabell 3.2: Tolkning av gelelektroforese av PCR-produkt fra multipleks PCR og 16S rRNA. Positiv (+): bånd i 

størrelsesområde til målgen i mastermiks. Negativ (-): ikke bånd i størrelsesområde til målgen i mastermiks.  

  Målgen 
 
 
 

Prøve 

16S 
rRNA 

ESBL 1 
blaOXA-48 

blaCTX-M (gr. 2) 
blaOXA 

blaSHV 

ESBL 2 
blaCTX-M (gr. 9) 
blaCTX-M (gr. 1) 
blaTEM 

ESBL 3 
blaNDM 
blaVIM 
blaKPC 

CAR 1 
blaCMY 

blaOXA-48 

blaIMP 

blaVIM 

CAR 2 
blaNMD 

blaSFC 

blaKPC 

S1.1 + - - - - - 
S1.2 + - - - - - 
S1.3 + - + - - - 
S1.4 + - - - - - 
S2.1 + - - - - - 
S2.2 + - - - - - 
S2.3 + - - - - - 
S2.4 + - - - + - 
S2.5 + - - - - - 
S3.1 + - - - - - 
S3.2 + - - - - - 
S3.3 + - - - - - 
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Alle prøvene hadde bånd i størrelsesområdet til 16S rRNA-genet og 16S rRNA-PCR ble 

derfor vurdert som vellykket, og prøvene ble sendt til Sangersekvensering. Prøve S1.3 hadde 

et svakt bånd i målgen-størrelse (bp) ved multipleks ESBL 2. Det var vanskelig å bestemme 

nøyaktig størrelse på båndet, derfor ble det utført singlepleks av prøve S1.3 med alle tre 

primerpar i mastermiks ESBL2. Prøve S2.4 hadde et svakt bånd i størrelsesområde til 

målgenet blaVIM. Derfor ble det utført singlepleks av prøve S2.4 med blaVIM som målgen. 

Resterende prøver hadde ingen bånd i størrelsesområde til målgen i mastermiksene og ble 

dermed vurdert som negative for disse genene.  

Båndstørrelsen på gelen med singlepleks PCR-produkter ble vurdert i forhold til «ladderen» på 

samme måte som ved multipleks. Resultatene fra tolkningen av bånd på gelen fra singlepleks 

PCR er presentert i tabell 3.3. 

Tabell 3.3: Tolkning av gelelektroforese av PCR-produkter fra singlepleks PCR. Positiv (+): bånd i 
størrelsesområde til målgen. Negativ (-): ikke bånd i størrelsesområde til målgen. Samt resultat fra 
sangersekvensering av målgen.  

Singlepleks ESBL 
Prøve blaCTX-M (gr. 9) blaCTX-M (gr. 1) blaTEM 
S1.3 - - - 
Singlepleks CAR Sangersekvensering blaVIM 

Prøve blaVIM Prøve blaVIM 
S2.4 + S2.4 - 

Prøve S1.3 hadde ikke bånd i størrelsesområde til målgenene blaCTX-M (gr. 9), blaCTX-M (gr. 1) 

og blaTEM og ble dermed tolket som negative for disse genene. Prøve S2.4 hadde svakt bånd i 

størrelsesområde til blaVIM-genet. PCR-produkt fra singlepleks med bruk av blaVIM som målgen 

ble sendt for sangersekvensering til Eurofins Gatc biotech, Konstanz, Germany. Resultatet fra 

sangersekvensering var negativt, blaVIM ble ikke påvist i prøve S2.4.  

3.3 Antibiotika-følsomhetstest 

Prøve S1.2 (Stenotrophomonas spp.), S2.1 (Bacillus spp.), S2.4 (Pseudomonas spp.), S2.5 

(Achromobacter spp.) og S3.1 (Aeromonas spp.) ble følsomhetstestet med gradient-strips. 

Brytningspunkt fra «The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing» 

(EUCAST) ble brukt for å vurdere stammens følsomhet for ulike antibiotika 

(EUCAST, 2020). Det finnes ikke brytningspunkt for antibiotika som ble brukt i denne studien 

for hverken Stenotrophomonas spp., Bacillus spp. eller Achromobacter spp. For Pseudomonas 

spp. finnes det brytningspunkt for imipenem, meropenem, cefepim og ciprofloxacin (disse var 

samme som PK-PD-brytningspunkt), og for Aeromonas spp. finnes det brytningspunkt for 

cefepim og ciprofloxacin (ciprofloxacin samme brytningspunkt som PK-PD-brytningspunkt). 
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Ved manglende artsspesifikke brytningspunkt ble PK-PD (ikke-artsrelatert)-brytningspunkt 

brukt for å vurdere stammens følsomhet for antibiotika. Det finnes ingen brytningspunkt for 

streptomycin, erytromycin eller trimetoprim, hverken PK-PD eller artsspesifikke 

brytningspunkt for bakteriene som ble testet.  

Tabell 3.4 viser stammenes følsomhet mot panelet av antibiotika. Verdier merket med rødt 

indikerer resistens mot antibiotikumet (R). Verdier merket med gult indikerer følsom ved økt 

eksponering av antibiotikumet (I). Verdier merket med grønt indikerer følsomhet for 

standarddose av antibiotikumet (S).  

Tabell 3.4: Stammenes følsomhet mot panel av antibiotika vurdert ut fra EUCAST brytningspunkt. Rød = R, gul 

= I, grønn = S.  

 EUCAST1 

Brytningspunkt 

(mg/L) 

Prøver 

 
S1.2 

(mg/L) 

S2.1 

(mg/L) 

S2.4 

(mg/L) 

S2.5 

(mg/L) 

S3.1 

(mg/L) 
S < R > 

Aminoglykosider 
Amikacin   1 1 >256 0,50 0,88 5 2 
Gentamicin  0,5 0,5 16 0,44 0,88 1,5 1,5 
Streptomycin  IB3 IB3 >1024 1,75 6 48 12 
Karbapenemer 
Imipenem  2 4 >32 0,055 0,50 0,75 5 
Meropenem  2 8 >32 0,110 0,63 0,064 0,88 
Cefalosporiner 
Cefotaxim (3. generasjon) 1 2 >32 >32 >32 >32 0,023 
Cefepime (4. generasjon) 4 8 (4)2 644 >256 5,54 4 0,064 
Fluorokinoloner 
Ciprofloxacin  0,25 0,50 1,75 0,079 0,071 0,88 0,003 
Makrolider 
Erytromycin IB3 IB3 >256 0,22 >256 7 7 
Penicilliner 
Ampicillin (3. generasjon) 2 8 >256 10 64 3 >256 
Amoxicillin – klavulansyre 2 8 >256 6 14 2 >256 
Trimetoprim 
Trimetoprim IB3 IB3 >32 >32 >32 >32 1,25 

1 EUCAST = The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 
2 Aeromonas spp. brytningspunkt for cefepime (EUCAST, 2020)  
3 IB = ingen brytningspunkt 
4 Usikkert resultat, stor ulikhet i parallellene. Analyse burde blitt gjort på ny, men pga. koronavirus var dette ikke mulig.  

Alle bakteriestammene som ble MIC-testet var multiresistente da alle viste resistens mot tre 

eller flere antibiotikaklasser. Prøve S1.2 (Stenotrophomonas spp.) ble kategorisert som resistent 
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mot all antibiotika i panelet. MIC-verdi for cefepim for prøve S1.2 er usikker da parallellene 

hadde stor spredning i verdi. Laveste verdi var 32 mg/L, noe som er godt over brytningspunkt 

for R, og ble derfor vurdert som resistent.  

Prøve S2.1 (Bacillus spp.) ble kategorisert som resistent mot cefotaxim (3. generasjons 

cefalosporin) og cefepim (4. generasjon cefalosporin), ampicillin (penicillin) og trimetoprim. 

Prøve S2.1 ble kategorisert som følsom for økt eksponering av amoxicillin med klavulansyre 

(penicillin). Prøve S2.1 ble kategorisert som følsom for standarddose for resterende antibiotika 

i panelet.  

Prøve S2.4 (Pseudomonas spp.) ble kategorisert som resistent mot gentamicin (aminoglykosid), 

cefotaxim (3. generasjon cefalosporin), erytromycin (makrolid), ampicillin (3. generasjon 

penicillin), amoxicillin med klavulansyre (penicillin) og trimetoprim. Prøve S2.4 ble 

kategorisert som følsom ved standarddose for resterende antibiotika i panelet. MIC-verdi for 

prøve S2.4 mot cefepim er usikker på grunn av stor spredning i parallellene og ble derfor 

utelukket. 

Prøve S2.5 (Achromobacter spp.) ble kategorisert som resistent mot amikacin (aminoglykosid), 

gentamicin (aminoglykosid), streptomycin (aminoglykosid), cefotaxim (3. generasjon 

cefalosporin), ciprofloxacin (fluorokinolon) og trimetoprim. Det finnes ingen brytningspunkt 

for streptomycin, men MIC-verdi er så høy at den ble vurdert som resistent på bakgrunn av at 

det er vanskelig å oppnå denne konsentrasjonen ved behandling. Prøve S2.5 ble kategorisert 

som følsom ved økt eksponering for ampicillin (3. generasjon penicillin). Prøve S2.5 ble 

kategorisert som følsom ved standarddose for resterende antibiotika i panelet.  

Prøve S3.1 (Aeromonas spp.) ble kategorisert som resistent mot amikacin (aminoglykosid), 

gentamicin (aminoglykosid), imipenem (karbapenem), ampicillin (3. generasjon penicillin) og 

amoxicillin med klavulansyre (penicillin). Prøve S3.1 ble kategorisert som følsom ved 

standarddose for resterende antibiotika i panelet.  
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3.4 Illumina Miseq sekvensering 
3.4.1 Artsidentifikasjon  

Prøve S1.2, S2.5 og S3.1 ble sendt til helgenomsekvensering. Artsidentifikasjon ble gjort ved 

bruk av «Ribosomal Multilocus Sequencing Typing» (rMLST) av Illumina Miseq 

sekvensene. Resultatene av rMLST er presentert i tabell 3.5.  

Tabell 3.5: Artsidentifikasjon ved bruk av rMLST av Illumina Miseq-sekvenser 

Prøve Identitet (%) Art 

S1.2 100 Stenotrophomonas maltophilia 

S2.5 97 Achromobacter arsenitoxydans 

S3.1 95 Aeromonas salmonicida 

Prøve S1.2 ble identifisert som Stenotrophomonas maltophilia, prøve S2.5 ble identifisert som 

Achromobacter arsenitoxydans, og prøve S3.1 ble identifisert som Aeromonas salmonicida.  
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3.4.2 Påvisning av antibiotikaresistensgener 

Påvisning av resistensgener fra Illumina Miseq sekvensene ble gjort ved skanning med CARD 

og NCBI, samt søk i PROKKA-fil. Funnene av de viktigste resistensgenene er presentert i tabell 

3.6.  
Tabell 3.6: Påvisning av resistensgener med Illumina Miseq sekvensering 

Resistens  Gen Produkt 
Prøve 
S1.2 S2.5 S3.1 

Aminoglykosid 
aac(6´) Aminoglykosid 6´-N-acetyltransferase   X 
aph(3´)-IIc Aminoglykosid-fosfotransferase  X   
aph(6)-Ic Aminoglykosid-fosfotransferase X   

β-laktam 

blaampC AmpC β-laktamase  X X 
blaOXA  OXA β-laktamase (ny variant)   X 
blaL1 Metallo-β-laktamase L11 X   
blaL2 Klasse A β-laktamase L22 X   
cphA Metallo-β-laktamase type 23   X 
blaFOX-4  Klasse C β-laktamase FOX-4   X 

Fosfomycin abaF Resistensprotein  X X 

Makrolid 
macA 

Efflux-pumpe 
 X  

macB  X  
Multiresistenskomplekser - efflux-pumpesystem 

Multiresistens 

acrA 
AcrAB-TolC 
 

X X X 
acrB X X X 
tolC X X X 
acrE AcrEF-TolC    X 
ceoB CeoAB-OpcM   X  
emrA 

EmrAB-TolC 
X X X 

emrB  X X 
emrY EmrYK-TolC X X  
mdtA 

MdtABC-TolC 
 

X X X 
mdtB X X  
mdtC X X X 
mdtE MdtEF-TolC    X 
mexA 

MexAB-OprM 
X X  

mexB X X  
oprM X X  
mexD MexCD-OprJ  X  
oprJ  X  
mexK MexJK-OprM X   
muxB 

MuxABC-OmpB 
X X  

muxC X   
oqxB23 OqxAB   X  
oqxB9 X   
smeD 

SmeDEF  
X   

smeE X   
smeF X   

1. Hydrolyserer all kommersielt tilgjengelig β-laktam, med unntak av aztreonam.  

2. Hydrolyserer de fleste cefalosporiner og aztreonam, men ingen aktivitet mot karbapenem.  

3. Hydrolyserer karbapenem, men har dårlig aktivitet mot cefalosporiner og penicilliner.  
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I prøve S1.2 (Stenotrophomonas maltophilia) ble det påvist aph(3´)-IIc og aph(6)-Ic som gir 

aminglykosidresistens, samt β-laktamase-genene blaL1 og blaL2. blaL1 gir resistens mot alle 

kommersielt tilgjengelige β-laktam, med unntak av aztreonam. blaL2 gir resistens mot de fleste 

cefalosporiner og aztreonam. Prøve S1.2 fikk også påvist en rekke gener som koder for efflux-

pumpesystemer som AcrAB-TolC, EmrAB-TolC, EmrYK-TolC, MdtABC-TolC, MexAB-

OprM, MexJK, MuxABC-OmpB, oqxAB, og SmeDEF. 

Prøve S2.5 (Achromobacter arsenitoxydans) fikk påvist β-laktamasegenet blaampC som gir 

resistens mot β-laktam. Prøve S2.5 fikk også påvist macA og macB-genene som koder for en 

efflux-pumpe som gir resistens mot makrolider, samt abaF som gir resistens mot fosfomycin. 

Prøve S2.5 hadde også en rekke gener som koder for efflux-pumpesystemer som AcrAB-TolC, 

CeoAB-OpcM, EmrAB-TolC, EmrYK-TolC, MdtABC-TolC, MexAB-OprM, MexCD-OprJ, 

MuxABC-OmpB og OqxAB.   

Prøve S3.1 (Aeromonas salmonicida) fikk påvist aac(6´) som gir aminoglykosidresistens, samt 

abaF som gir fosfomycinresistens. Prøve S3.1 fikk også påvist β-laktamase-genene blaampC, 

cphA, blaFOX-4 og en helt ny variant av blaOXA. Prøve S3.1 hadde også en rekke gener som koder 

for efflux-pumpesystemer som AcrAB-TolC, AcrEF-TolC, EmrAB-TolC, MdtABC-TolC og 

MdtEF-TolC.  

3.4.3 Påvisning av gener for resistens mot metaller og desinfeksjonsmidler 

På bakgrunn av at metall- og desinfeksjonsmiddelresistens kan føre til ko- og kryssresistens 

med antibiotika, ble disse genene også tatt med i oppgaven. Gener for metall- og 

desinfeksjonsmiddelresistens er presentert i tabell 3.7.  

Tabell 3.7: Gener som koder for metall- og desinfeksjonsmiddelresistens.  

Gen Resistens Prøve 
S1.2 S2.5 S3.1 

Metallresistens 
acr3 Arsenikk X X X 
cnrA Nikkel 

Kobolt 

X X  
cnrB X   
cnrC X   
copA 

Kobber 
 

X X X 
copB X X X 
copC  X  
copD  X  
czcA Kobolt 

Sink 
Kadmium 

X  X 
czcB X   
czcC X   
merR1 Kvikksølv  X X  
tehA Telluritt   X 
Desinfeksjonsmiddelresistens 
qacA Desinfeksjonsmiddel X   
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Det ble påvist metallresistens hos alle de tre prøvene. Prøve S1.2 (S. maltophilia) hadde 

resistensgener mot arsenikk, nikkel, kobolt, kobber, kvikksølv, sink og kadmium, samt qacA 

som gir resistens mot desinfeksjonsmidler. Prøve S2.5 (A. arsenitoxydans) hadde 

resistensgener mot arsenikk, nikkel, kobolt, kobber og kvikksølv. Prøve S3.1 (A. salmonicida) 

hadde resistensgener mot arsenikk, kobber, kobolt, sink, kadmium og telluritt. (Yu et al., 

2017).  

3.4.4 Påvisning av gener for virulens, toksiner og hemolysin 

Påvisning av gener for virulens, toksiner og hemolysin ble gjort ved å skanne kontig-

sekvensene fra Illumina Miseq sekvensering med «The virulence factor database» (VFDB), 

samt søk i PROKKA-fil. Gener som koder for virulens, toksiner og hemolysin er presentert i 

tabell 3.8.  

Tabell 3.8: Påvisning av gener som koder for virulensmekanismer, toksiner og hemolysin 

Produkt/involvert i Prøve 
S1.2 S2.5 S3.1 

Toksiner Toksin/antitoksin yjjJ 
fitB 

higA-2/higB-2 
hipA 

eta 
zot 

Adhesjon, 
kolonisering og 
bevegelse 

Flagellin-syntese 
fliA 
fliC 
fliN 

fliN 
fliQ 

fliA 
fliC 
fliN 

Flagell-
motorprotein motD motC 

  

Rotering av pilus 

pilG 
pilH 
pilT 
pilU 

 pilT 

Signaloverføring 
ved kjemotakse cheW 

cheA 
cheB 
cheW 
cheY 

 

Sekresjonssystem 

T2SS 
  xcpR  

T3SS  

bscJ 
bscN 
bscQ 
bscS 

 

T6SS  

vgrG1 
hsiB1/vipS 
hsiC1/vipB 

icmF1/tssM1 

 

Hemolyse Hemolysin   hlyA 
Eksport hlyB  hlyD 

Andre  Serumresistens  brkB  

Prøve S1.2 (S. maltophilia) fikk påvist en rekke gener involvert i adhesjon, kolonisering og 

bevegelse som flagellin-syntesegenene (fliA, fliC og fliN), flagell-motorprotein (motD), gener 

involvert i rotering av pilus (pilG, pilG, pilT og pilU) og involvert i signaloverføring ved 
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kjemotakse (cheW). S. maltophilia-stammen fikk også påvist hlyB som er involvert i eksport 

av hemolysin, samt toksin-genet yjjJ som koder for toksin yjjJ.  

Prøve S2.5 (A. arsenitoxydans) fikk påvist gener for flagellin-syntese (fliN og fliQ), flagell-

motorprotein (motC) og gener involvert i signaloverføring ved kjemotakse (cheA, cheB, cheW 

og cheY). A. arsenitoxydans-stammen fikk også påvist en rekke gener assosiert med 

sekresjonssystemene T2SS (xcpR), T3SS (bscJ, bscN, bscQ og bscS) og T6SS (vgrG1, 

hsiB1/vipS, hsiC1/vipB og icmF1/tssM1). Genene fitB, higA-2/higB-2 og hipA som koder for 

toksiner ble også påvist i A. arsenitoxydans-stammen.  

Prøve S3.1 (A. salmonicida) fikk påvist flagellin-syntese gener (fliA, fliC og fliN) og gen 

involvert i rotering av pilus (pilT). A. salmonicida-stammen fikk påvist genene eta og zot som 

koder for toksiner, samt hlyA som koder for hemolysin og hlyD som er involvert i eksport av 

hemolysin.  
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4. Diskusjon 

4.1 Fenotypisk deteksjon av antibiotikaresistens og 16S rRNA-sekvensering 

BrillianceTM ESBL og BrillianceTM CRE brukes av helsesektoren for hurtig deteksjon av 

multiresistente Enterobacteriaceae med hensikt å redusere spredningen av ESBL og KRE i 

helseinstitusjoner, samt for optimalisering av behandlingsprosessen (Thermo Fisher Scientific 

Inc). Vekst på skålene gir en indikasjon på tilstedeværelse av ESBL-produserende og KRE 

bakterier. I denne studien var det vekst på alle skålene. All vekst på BrillianceTM ESBL indikerte 

«Salmonella, Acinetobacter eller andre» og all vekst på BrillianceTM CRE indikerte resistent 

ikke-KRE i henhold til screeningprosedyre (Oxoid). Dette betyr at det ikke var indikasjon på 

tilstedeværelse av fenotypisk ESBL-produserende Enterobacteriaceae eller KRE i salatene. 

Det har imidlertid vist seg at blant annet E. coli kan vokse med fargeløse kolonier på enkelte 

medier, og dermed kunne man ikke utelukke E.coli før videre identifisering (Löhr & 

Samuelsen, 2015). De selektive mediene gir uansett informasjon om egenskapene bakteriene 

har og som kommer til uttrykk.  

Selv om det ikke var indikasjon på tilstedeværelse av Enterobacteriaceae i salatene, utelukker 

det ikke ESBL-resistensmekanismer og karbapenemaseproduksjon. På bakgrunn av at 

bakteriene klarte å vokse på skålene tilsatt antibiotika, gir det indikasjon på at de har en form 

for resistensmekanisme som gjør dem resistente mot 3. generasjon cefalosporiner og/eller 

karbapenem og var likevel interessante å undersøke videre. Årsaken til vekst på ESBL- og 

KRE-medium kan fortsatt være produksjon av β-laktamaser, men det kan også skyldes for 

eksempel endringer i membranpermeabilitet eller uttrykkelse av efflux-mekansimer. BLAST-

søk av 16S rRNA-sekvens bekreftet at det ikke var Enterobacteriaceae i prøvene. Vekst på 

BrillianceTM ESBL ble identifisert som Pseudomonas spp. (Pseudomonadaceae-familien) og 

Achromobacter spp. (Alcaligenaceae-familien).  

4.1.1 Pseudomonas spp.  

Pseudomonas spp. er psykrotrofe bakterier som ofte utkonkurrerer ikke-psykrotrofe Gram-

negative bakterier som blant annet E. coli ved temperaturer ned mot nedre vekstgrense (E. coli 

kan vokse i temp. 7-48 °C) (Granum, 2015). Vasket og spiseklar salat kjølelagres som gjør at 

Pseudomonas spp. får en fordel ved lagring i forhold til mindre kulde-tolerante bakterieslekter. 

Pseudomonas-slekten inkluderer en rekke opportunistiske patogene bakterier og P. aeruginosa 

er uten tvil den mest studerte arten. P. aeruginosa kan forårsake alvorlige infeksjoner i både 

friske og immunsupprimerte pasienter (Mena & Gerba, 2009). Selv om det er sjeldent, kan også 
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andre Pseudomonas-arter som Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri og 

Pseudomonas putida være assosiert med humane infeksjoner (Livermore, 2002). På bakgrunn 

av at vi ikke vet hvilke Pseudomonas-arter som ble funnet i prøvene, kan man ikke utelukke en 

patogen variant. Pseudomonas spp. er vanlige bedervelsesbakterier i en rekke matvarer, 

deriblant salat. En patogen variant av Pseudomonas spp. ville imidlertid være 

bekymringsverdig i et produkt som selges spiseklart.  

Medlemmene i Pseudomonas-slekten har bemerkelsesverdige evner til å takle forskjellige 

former for stress, deriblant stress av kjemiske og antibakterielle forbindelser (Vaz-Moreira et 

al., 2012). Disse evnene er drivkreftene for Pseudomonas spp. sin unike evne til å tilpasse seg 

skiftende miljøforhold og mye av grunnen til hvorfor Pseudomonas spp. er så utbredt i alle de 

store naturlige miljøene som i jord- og vannmiljø. På bakgrunn av utbredelsen av Pseudomonas 

spp. i naturlige miljø, kjølelagring som favoriserer vekst av psykrotrofe bakteriearter, samt at 

Pseudomonas spp. er fakultativt anaerob og kan vokse i MAP-produkter, var det forventet å 

finne Pseudomonas spp. i salatene. I tillegg har Pseudomonas spp. blitt isolert fra salat ofte i 

tidligere studier. Resistens hos P. aeruginosa er mye rapportert, men informasjon om resistens 

i andre arter i Pseudomonas-slekten er mer begrenset. Det som gjør P. aeruginosa spesielt 

problematisk er naturlig resistens mot mange antibiotikaklasser kombinert med evnen den har 

til å erverve resistens via mutasjoner og HGT, samt den hyppige rollen i alvorlige infeksjoner 

(Livermore, 2002).  

Miljøbakterier (Gram-negative) har vanligvis mye lavere permeabilitet enn medlemmer av 

Enterobacteriaceae som lever i konkurrerende samfunn i relativt beskyttet miljø i tarmen til 

dyr og mennesker (Iredell et al., 2015). For eksempel har P. aeruginosa over 10 ganger mindre 

permeabel membran enn E. coli. Dette skyldes hovedsakelig forskjeller i type og antall av ytre-

membranporiner og kan være en mulig årsak for hvorfor Pseudomonas spp. vokser på selektive 

ESBL-medier. I tillegg er det kjent at Pseudomonas spp. ofte kombinerer nedsatt permeabilitet 

og hydrolyse med efflux-systemer som resulterer i sterkt resistente fenotyper. Pseudomonas 

spp. har ofte kromosomalt kodet AmpC enzymer som hydrolyserer β-laktam, men det er også 

påvist at Pseudomonas spp. har god kapasitet til å erverve mobile AR-gener (Livermore, 2002). 

Pseudomonas spp. er for eksempel mer allsidige enn Enterobacteriaceae når det kommer til å 

erverve resistensmekanismer (Begum et al., 2013). På bakgrunn av Pseudomonas spp. sin unike 

evne til å tilpasse seg varierende miljøforhold, samt hyppighet av kromosomalt kodet AmpC 

enzymer, er det ikke uventet med vekst av Pseudomonas spp. på selektivt ESBL-medium.  
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4.1.2 Achromobacter spp. 

Det andre isolatet fra ESBL-medium var Achromobacter spp. Achromobacter spp. er Gram-

negative, aerobe stavbakterier. Noen medlemmer av Achromobacter-slekten er vanlige å finne 

i GI-trakten hos mennesker, og disse bakteriene kan være opportunistisk patogene (Li et al., 

2012). Achromobacter spp. er lite studert, men Achromobacter xylosoxidans, Achromobacter 

piechaudii og Achromobacter arsenitoxydans har blitt helgenomsekvensert. A. xylosoxidans er 

kjent å være opportunistisk patogen og oppdages i økende grad hos pasienter med cystisk 

fibrose (CF) (Edwards et al., 2017). Achromobacter-stammen fra prøve S2.5 ble 

helgenomsekvensert, og rMLST identifiserte A. arsenitoxydans. A. arsenitoxydans er lite 

studert, men kan oksidere arsenikk og er tidligere isolert fra arsenikk-kontaminert jord på en 

grisefarm (Cavalca et al., 2013). Helgenomsekvensering i en studie av Li et al. viste at genomet 

til A. arsenitoxydans er mest lik A. piechaudii (78,9% identitet) etterfulgt av A. xylosoxidans 

(78,2 % identitet) (Li et al., 2012). Det er ukjent om A. arsenitoxydans er patogen, men studien 

påviste flere virulensfaktorer assosiert med celleadhesjon, endotoksin, eksotoksin og 

serumresistens, noe som indikerer mulighet for at den er opportunistisk patogen. Siden A. 

arsenitoxydans er så lite studert, er det ukjent hvilken rolle den spiller i spredning av AR-gener. 

Vekst på ESBL-agar indikerer at A. arsenitoxydans-stammen funnet i salat har 

resistensmekanismer som gjør at den klarer å vokse i nærvær av 3. generasjon cefalosporiner. 

Så selv om Achromobacter spp. ikke er et stort problem i klinisk sammenheng, kan den være 

reservoar for AR-gener som kan spres videre til andre bakteriearter.  

4.1.3 Stenotrophomonas spp.  

All vekst på BrillianceTM CRE ble indentifisert som Stenotrophomonas spp. Stammen fra prøve 

S1.2 ble helgenomsekvensert og rMLST identifiserte Stenotrophomonas maltophilia.  

S. maltophilia er en Gram-negativ multiresistent opportunistisk patogen miljøbakterie, og er et 

økende globalt problem, også i sykehusmiljø (Brooke, 2012). S. maltophilia er assosiert med 

kolonisering og infeksjoner hos immunsvekkede pasienter på sykehus, og har et bredt spekter 

av iboende resistensmekanismer. S. maltophilia er svært utbredt i miljøet og er vanlig å isolere 

fra salat. En studie av Qureshi et al. isolerte S. maltophilia fra 78% av spiseklare salater som 

var vasket i klorinert vann (Qureshi et al., 2005). Vasking av salat i klorinert vann vil ikke fjerne 

S. maltophilia fra produktet trolig på grunn av evnen den har til å danne biofilm. Det er ukjent 

hvordan salatene i denne studien ble prosessert, men produsentene oppgir at den er vasket og 

spiseklar. På bakgrunn av at salatene er vasket og spiseklare skal man kunne regne med at de 

er trygge å konsumere og frie for opportunistisk patogene bakterier. Viktigheten av S. 
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maltophilia som årsak til matbåren infeksjon er ukjent, men en studie av Apisarnthanarak et al. 

påviste tarmkolonisering av S. maltophilia hos 4 (9,5%) av 41 sykehusinnlagte 

onkologipasienter (Apisarnthanarak et al., 2003). Dette styrker mistanken om at matvarer kan 

være en potensiell smittekilde for S. maltophilia hos immunsupprimerte pasienter, og 

tilstedeværelsen av S. maltophilia i vasket og spiseklar salat indikerer at slike produkter bør 

unngås av disse personene.  

Som nevnt er S. maltophilia en svært resistent bakterieart med mange iboende 

resistensmekanismer. Behandling av infeksjoner forårsaket av S. maltophilia kan dermed være 

utfordrende. Araoka et al. rapportere om en dødelighet høye enn 50% hos sykehuspasienter 

med bakteriemi forårsaket av S. maltophilia (Araoka et al., 2010). S. maltophilia er naturlig 

resistent mot mange antibiotika som vanligvis brukes i behandling av bakterielle infeksjoner, 

inkludert karbapenem, som kan gjøre behandling av infeksjon svært utfordrende (Çıkman et 

al., 2016). S. maltophilia produserer β-laktamaser som inaktiverer β-laktam, acetyltransferase 

som inaktiverer aminoglykosider, i tillegg har bakterien gener som koder for en rekke efflux-

pumper. Vanligvis brukes trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-STX) for behandling av 

infeksjoner forårsaket av S. maltophilia.  

Bakterievekst på KRE-medium er ikke en sikker indikator på produksjon av karbapenemase. 

Kombinasjon av ESBLA/ESBLM-C og andre resistensmekanismer som porinmutasjoner eller 

efflux-mekanismer kan føre til resistens/nedsatt følsomhet for karbapenem og dermed vekst på 

kromogene medier for ESBLKARBA (Löhr & Samuelsen, 2015). Det er imidlertid kjent at S. 

maltophilia har iboende resistens mot karbapenem, som mest sannsynlig er grunnen til at 

bakterien klarte å vokse på KRE-medium. I tillegg har S. maltophilia gener som koder for 

efflux-mekanismer og bakterien er svært utbredt i miljøet, det var derfor ikke uventet å finne S. 

maltophilia i salat.  

4.2 Påvisning av β-hemolyserende stammer 
Prøvene ble dyrket på blodagar for påvisning av β-hemolyse hos bakteriestammene. Fordelen 

med å bruke generelt vekstmedium som blodagar er at man får vekst av et bredere spekter av 

mikroorganismer. I denne studien ble det kun tatt med de β-hemolyserende bakteriene fra 

blodagar på bakgrunn av at β-hemolyse er en prediktiv indikasjon på en patogen bakterie (Sum 

et al., 2017). Derfor kan man ikke utelukke at det finnes andre patogene ikke-hemolyserende 

bakterier tilstede i salatene.   
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Det ble påvist β-hemolyserende bakterier i alle salatene, noe som indikerer tilstedeværelse av 

patogene bakterier i alle produktene. Bakterienes evne til å bryte ned erytrocytter er et tegn på 

at den er tilpasset å bruke mennesker og dyr med blodsirkulasjonssystem som vert. En 

miljøbakterie trenger ikke evne til å bryte ned erytrocytter for å overleve i for eksempel jord og 

vann. På bakgrunn av at salatene var vasket og spiseklare skal de ikke inneholde patogene 

bakterier. Slike produkter blir ofte konsumert uten ytterligere vasking og uten 

varmebehandling, som betyr at konsumenten direkte inntar disse bakteriene. BLAST-søk av 

16S rRNA-sekvens indikerte at de β-hemolyserende koloniene var Bacillus spp. og Aeromonas 

spp.  

4.2.1 Bacillus spp.  

Bacillus spp. er Gram-positive sporedannende bevegelige stav-bakterier som har jord som 

viktigste reservoar (Granum, 2015, s. 153). I jord kan det finnes opptil 106 sporer/g, og Bacillus 

isoleres ofte fra matvarer som grønnsaker, kjøtt, egg, meieriprodukter og ris. Det finnes minst 

fire arter av Bacillus spp. som kan forårsake matbåren infeksjon; Bacillus cereus, Bacillus 

subtilis, Bacillus licheniformis og Bacillus pumilus (Granum, 2015, s. 153-161). B. cereus er 

av stor viktighet for matindustrien ettersom den er assosiert med bedervelse av mat, samt 

matbåren infeksjon (Fiedler et al., 2019). Bacillus spp. har gode evner til å danne biofilm på 

planteoverflater og blir hyppig isolert fra matplanter. Tilstedeværelsen av B. cereus-sporer i 

salat og dens rolle i matforgiftning er mye studert. B. cereus er en opportunistisk patogen og er 

også en vanlig årsak for matforgiftning i Norge. B. cereus kan forårsake to typer matforgiftning 

avhengig av toksinproduksjon; emetisk type (oppkast) og diarétype (magesmerter og diaré). 

Emetisk type er forårsaket av produksjon av det emetiske toksinet som kalles cereulide som er 

et ringformet peptid (Granum, 2015, s. 153-161). Diarétypen er forårsaket av enterotoksinet 

hemolysin BL (Hbl), «non-hemolytic» enterotoksin (Nhe) og cytotoksin K (cytK). Hbl 

hydrolyserer erytrocytter, mens Nhe har liten effekt på erytrocytter, men begge har cytotoksisk 

effekt og ødelegger membranen i epitelceller i tarmen med diaré som resultat. Hbl blir uttrykt i 

42-73% og Nhe i 97-99% av B. cereus-stammer assosiert med matbåren infeksjon. Hbl 

uttrykkelse ser ut til å være mindre hyppig i ikke-patogene isolater  (Sastalla et al., 2013). CytK 

har mange fellestrekk med β-toksin i Clostridium perfringens type C, men er ikke like alvorlig 

selv om det kan forårsake blodig diaré (Granum, 2015, s. 153-161). Alle disse tre toksinene 

reguleres gjennom «quorum sensing» som registrerer når celletettheten er stor, som gjør at 

produksjon av toksinene settes i gang. B. cereus er hovedsakelig årsaken til Bacillus-

matforgiftning, men B. subtilis, B. licheniformis og B. pumilus kan i sjeldne tilfelles gi matbåren 
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infeksjon (Granum, 2015, s. 153-161). B. subtilis kan produsere toksinet surfactin, B. 

licheniformis kan produsere lichenysin, og B. pumilus kan produsere pumilacidin.  

Bacillus spp. er fakultativt anaerobe bakterier som klarer å vokse i MAP-produkter og er hyppig 

isolert fra salat (Elhariry, 2011). Ved BLAST-søk av 16S rRNA-sekvens ble det kun identifisert 

bakterieslekt, og vi kan dermed ikke vite hvilke Bacillus-arter som var tilstede i salatene. Vi 

vet derfor ikke om Bacillus-stammene fra salatene var patogene, hadde toksin-produksjon eller 

om de var mange nok til å forårsake matbåren infeksjon. β-hemolyse er likevel en indikasjon 

på at de er patogene, og som nevnt er patogene bakterier bekymringsverdig i vasket og 

spiseklare produkter som konsumeres direkte. På bakgrunn av dette er det spesielt viktig med 

kjølelagring av disse produktene. Bacillus spp. hemmes vanligvis av kjølelagring, men det 

finnes også psykrotrofe stammer.  

Antibiotikaresistens hos Bacillus spp. er hovedsakelig problematisk med tanke på spredning av 

resistensgener. Bacillus cereus er typisk resistent mot penicilliner og andre β-laktam 

antibiotika, og kan videre erverve resistens mot vanlig brukte antibiotika som ciprofloxacin, 

erytromycin, tetracyklin og streptomycin (Fiedler et al., 2019). Matbårne infeksjoner av 

Bacillus spp. trenger sjeldent behandling av antibiotika, men Bacillus spp. kan likevel ha en 

rolle i overføring av AR-gener i matkjeden.  

4.2.2 Aeromonas spp.  

Aeromonas spp. er Gram-negative stav-bakterier som er vidt utbredt i fersk- og saltvann, men 

er også isolert fra matvarer og drikkevann, deriblant fisk, skalldyr, kjøtt, meieriprodukter og 

freske grønnsaker (Chen et al., 2017). En rekke Aeromonas spp. produserer hemolysin og vil 

dermed vokse med β-hemolyse på blodagar. Aeromonas spp. vokser godt i ulike atmosfærer og 

ved temperaturer fra 0-42 °C, og har dermed gode egenskaper for å vokse i kjølelagret MAP-

salat. Aeromonas spp. sin evne til å forårsake matbåren infeksjon er omdiskutert. Noen mener 

den er veldig patogen, mens andre mener den ikke er det. Aeromonas hydrophilia, Aeromonas 

caviae, Aeromonas veronii og Aeromonas jandaei har størst betydning i klinisk sammenheng 

(Jordi et al., 2003). I sjeldne tilfeller kan disse være involvert i alvorlige infeksjoner hos 

mennesker som gastroenteritt, luftveisinfeksjoner og sepsis (Bottoni et al., 2015). En studie av 

Jordi et al. studerte forekomsten av Aeromonas spp. assosiert med turistdiaré, og påviste 

Aeromonas spp. i 18 (2%) av 863 pasienter med turistdiaré (Jordi et al., 2003). Dette indikerer 

at Aeromonas spp. kan ha en rolle som matbåren patogen.  
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Aeromonas spp. stammen i prøve S3.1 ble identifisert som Aeromonas salmonicida ved bruk 

av rMLST. A. salmonicida er en viktig fiskepatogen og er assosiert med hudinfeksjoner hos 

fisk, hovedsakelig hos laksefisk (Charette et al., 2012; Moore et al., 2017). Sykdom av A. 

salmonicida hos mennesker er svært sjeldent, men en studie av Moore et al. rapportere om et 

tilfelle av A. salmonicida bakteriemi hos en mann med underliggende sykdom etter konsum av 

brønnvann over en lengre periode (Moore et al., 2017). A. salmonicida ble også påvist i 

blodkultur hos en 34 år gammel dame i India (Tewari et al., 2014). Dette indikerer at A. 

salmonicida kanskje kan være assosiert med humane infeksjoner, også etter inntak av 

kontaminerte drikkevannskilder selv om det er svært sjeldent. Det tyder også på at infektiv dose 

av Aeromonas spp. assosiert med diaré er lav (Fernández-Bravo & Figueras, 2020). Aeromonas 

spp. har blitt funnet klorinert drikkevannsforsyningsnettverk i flere land, der de forekommer i 

biofilmer hvor de kan beskytte seg mot desinfeksjon (Igbinosa et al., 2012). På bakgrunn av 

Aeromonas spp. er så utbredt i vannmiljø, kan vanningsvannet brukt til vanning av salat være 

en mulig kontamineringskilde for Aeromonas spp. i salat.  

Medlemmer i Aeromonas spp. har utviklet høyt nivå av resistens mot antibiotika, spesielt mot 

β-laktam og fluorokinoloner (Bottoni et al., 2015). Flere klasser av β-laktamaser er påvist i 

Aeromonas spp., men MBL er hyppigst påvist. Av denne grunn er Aeromonas spp. interessant 

å undersøke videre og ble sendt til helgenomsekvensering.  

Selv om det ble påvist mulig patogene bakterier i denne studien, er de ikke nødvendigvis tilstede 

i stor nok mengde til å forårsake matbåren infeksjon. Vi kan ikke bestemme mengde bakterier 

i salatene på bakgrunn av vi hadde et ekstra inkubasjonssteg før utsåing på agarskåler i denne 

studien. Matbårne patogener har en minimum mengde (infektiv dose) som kreves for at de skal 

klare å lage infeksjon. Infektiv dose er svært forskjellig hos bakterieartene og avhenger av grad 

av virulens hos bakterien. Infektiv dose er også svært individuelt hos mennesker og avhenger 

blant annet av konsumentens helse og immunsystem. For immunsupprimerte mennesker kan 

infektiv dose være svært lav, og derfor bør ikke patogene mikroorganismer være tilstede i 

vasket og spiseklare produkter. Slike produkter spises ofte uten varmebehandling eller annen 

behandling som reduserer mengden bakterier, og vil dermed kunne utgjøre en risiko for 

immunsupprimerte pasienter. For at disse produktene skal være trygge for alle må strenge krav 

til hygiene og overvåking være på plass. Det kan imidlertid ikke forventes at matprodukter 

dyrket i naturlig miljøer skal være frie for mikroorganismer. Effektiv vasking av salat er 

vanskelig, og det er omdiskutert hvor effektiv vaskeprosedyren er med tanke på fjerning av 

patogene bakterier. Det er en økende bekymring angående mikrobiologisk trygghet for slike 
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produkter, derfor er det spesielt viktig med grundig overvåking av patogene bakterier i 

produkter som konsumeres direkte, som vasket og spiseklare salater.  

4.3 Påvisning av AR-gener med multipleks PCR og agarose gelelektroforese 
Påvisning av AR-gener med bruk av multipleks ESBL og multipleks CAR ble gjort ved å 

sammenligne båndstørrelsen på agarosegel med størrelsen (bp) til aktuelle gen. Prøve S1.3 

(Pseudomonas spp.) hadde svakt bånd i størrelsesområdet til mastermiks ESBL2 som inneholdt 

primere rettet mot blaCTX-M (gruppe 9), blaCTM-X (gruppe 1) og blaTEM. Videre undersøkelse ved 

bruk av singlepleks avkreftet at noen av disse genene var tilstede. Prøve S2.4 (Pseudomonas 

spp.) hadde utslag i størrelsesområdet til blaVIM. Singlepleks med bruk av primere rettet mot 

blaVIM ga også svakt utslag i «riktig» størrelsesområde. «Verona integron-encoded metallo-β-

lactamase» (VIM) stammer fra Italia og er tidligere funnet i en rekke Pseudomonas spp. og var 

derfor veldig mistenkelig i en salat importert fra Italia (Hong et al., 2015). PCR-produkt fra 

singlepleks av prøve S2.4 ble dermed sendt til Eurofins Gatc biotech Konstanz i Tyskland for 

Sangersekvensering. Resultatet fra sangersekvenseringen var negativt og det ble dermed 

avkreftet at blaVIM-genet var tilstede i prøven.  

Resterende prøver ga ingen utslag på multipleks ESBL og multipleks CAR, dermed ble 

tilstedeværelsen av genene som primerne var rettet mot utelukket. Primerne som ble valgt i 

mastermiksene er rettet mot de mest vanlige ESBL- og karbapenemase-genene. Selv om 

prøvene ikke hadde noen av disse genene kan vi ikke utelukke at bakteriene har andre β-

laktamase-gener eller andre resistensgen som gjør at de klarte å vokse på ESBL- og KRE-

medier.  

4.4 Påvisning av antibiotikaresistensgener  

4.4.1 Stenotrophomonas maltophilia 

Ved Illumina Miseq helgenomsekvensering ble det påvist et mangfold av resistensgener. S. 

maltophilia (prøve S1.2) er som nevnt kjent for å være multiresistens og har mange iboende 

AR-gener. Isolater av S. maltophilia viser naturlig resistens mot mange vanlig klinisk brukte 

antibiotika, spesielt β-laktam og aminoglykosider (Okazaki & Avison, 2007). Resistens mot β-

laktam i S. maltophilia er på grunn av to β-laktamase-enzymer: L1 og L2. Genene som koder 

for L1 og L2 β-laktamase, blaL1 og blaL2, ble som forventet påvist i S. maltophilia-stammen. 

L1 er metallo-β-laktamase med et bredt substrat-spekter som ligner andre MBL og hydrolyserer 

alle kommersielt tilgjengelige β-laktam med unntak av aztreonam. L2 er en relativt 
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smalspekteret cefalosporinase som hydrolyserer de fleste cefalosporiner og aztreonam, men 

ingen aktivitet mot karbapenem (Okazaki & Avison, 2008).  

S. maltophilia er også naturlig resistent mot aminoglykosider ved produksjon av 

aminoglykosid-modifiserende enzymer (Lin et al., 2015). I denne studien ble aph(3´)-IIc og 

aph(6)-Ic ble påvist hos S. maltophilia. aph(3´)-IIc er kromosomkodet aminoglykosid-

fosfotransferase og er et iboende gen i S. maltophilia som gir naturlig resistens mot 

aminoglykosider (Okazaki & Avison, 2007). aph(6)-Ic er transposon-kodet aminoglykosid-

fosfotransferase og er en av tre resistensgener som vanligvis er tilstede i transposonet Tn5 

(Ramirez & Tolmasky, 2010). På bakgrunn av at det tidligere er påvist iboende resistensgener 

mot aminoglykosid, var det ikke uforventet å finne APH(3´)-IIc og APH(6)-Ic i S. maltophilia-

stammen. APH(3´)-IIc er typisk for S. maltophilia og ble først påvist i denne arten.  

S. maltophilia sin kapasitet til å tolerere et bredt spekter av antibiotika og andre toksiske 

komponenter er mye på grunn av aktivitet av energiavhengige transportører, såkalte efflux-

pumpe-systemer (Du et al., 2014). Spesielt RND-type efflux-pumper gir resistens mot et bredt 

spekter av antibiotika og bidrar signifikant til antibiotikaresistens i Gram-negative bakterier, 

deriblant S. maltophilia (Lin et al., 2015). I S. maltophilia-stammen ble det påvist en rekke 

efflux-systemer; AcrAB-TolC, EmrAB-TolC, EmrYK-TolC, MdtABC-TolC, MexAB-TolC, 

MexJK, MuxABC, OqxAB og SmeDEF. I mange Gram-negative bakterier spenner efflux-

pumpene over både indre og ytre membran. AcrAB-TolC er et slikt pumpe-kompleks som 

omfatter den ytre membrankanalen TolC, den sekundære transportøren AcrB som er plassert i 

indre membran, samt periplasmatisk AcrA som danner en bro mellom disse to integrerte 

membranproteinene (Du et al., 2014). AcrAB-TolC systemer er svært utbredt i Gram-negative 

bakterier (Pérez et al., 2012). AcrAB-TolC har evne til å transportere et mangfold av strukturelt 

forskjellige forbindelser og gir resistens mot et bredt spekter av antibiotika, deriblant β-laktam, 

kinoloner, tetracyklin og kloramfenikol (Anes et al., 2015; Du et al., 2014). Det er også påvist 

at AcrAB-TolC er involvert i virulens hos enkelte bakterier, som blant annet Enterobacter 

cloacae og Yersinia pestis (Lin et al., 2015). Det kan ikke utelukkes at AcrAB-TolC også spiller 

en rolle i virulens hos S. maltophilia. TolC er involvert i utskillelse i mange andre efflux-

komplekser; deriblant MdtABC og MdtEF som også hører til RND-familien og krever TolC 

for funksjon. (Du et al., 2014). MdtABC-TolC gir resistent mot blant annet fosfomycin, 

novobiocin, enterobactin og kinoloner (Anes et al., 2015). MdtEF-TolC gir blant annet resistens 

mot erytromycin og doxorubicin.  
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I S. maltophilia er overproduksjon av SmeDEF efflux-pumper en kjent årsak til kinolon-

resistens (Garcia-Leon et al., 2014). SmeDEF er kromosomalt kodet i S. maltophilia, og ble 

også påvist i S. maltophilia-stammen i denne studien. Kinoloner er syntetiske antibiotika og 

hovedårsaken for resistens mot kinoloner er mutasjoner i gener som koder for angrepsmålet. 

Men i kontrast til mange andre bakterier, er slike mutasjoner ikke funnet i kinolon-resistente S. 

maltophilia. I S. maltophilia er det vanligvis SmeDEF-efflux-systemet som gir kinolon-

resistens. I tillegg bidrar OqxAB-efflux-systemet til resistens mot kinoloner, tigecyklin og 

nitrofurantoin, samt en rekke desinfeksjonsmidler (Li et al., 2019). For mange av kompleksene 

ble det kun påvist en eller to deler av komplekset, som for eksempel OqxAB, der det ble påvist 

oqxB, men ikke oqxA. Dette betyr ikke at genet ikke er tilstede, men kan skyldes at sekvensen 

er noe ulik som gjør at vi ikke får den opp ved søk-analysene utført i denne studien.  

MexAB-OprM ble også påvist i S. maltophilia stammen. MexAB-OprM er en RND-familie 

efflux-pumpe som vanligvis finnes kromosomalt i P. aeruginosa (Pan et al., 2016). MexAB-

OprM systemet gir resistens mot fluorokinoloner, makrolider, novobiocin, kloramfenikol, 

tetracyklin, lincomycin og β-laktam antibiotika (Pesingi et al., 2019). MexJK-OprM ble også 

påvist som gir resistens mot tetracyklin og erytromycin (Chuanchuen et al., 2002). Samt 

MucABC som er en RND-type efflux-pumpe som gir resistens mot aztreonam, novobiocin, 

tetracyklin, erytromycin og ampicillin. I tillegg fikk S. maltophilia-stammen påvist EmrAB-

TolC og EmrYK-TolC. EmrAB-TolC gir resistens mot hovedsakelig hydrofobe komponenter 

som carbonyl cyanid m-kloramfenyl-hydrazone (CCCP), 2-klorofenolhydrazin-hydroklorin, 

tetraklorosalicylanilid (TSA) og nalidixate (Tanabe et al., 2009). EmrAB-TolC spiller også 

kanskje en rolle i resistens mot colistin (Lin et al., 2017).  

Alle disse efflux-systemene i kombinasjon med iboende resistens mot β-laktam og 

aminoglykosider fører til en svært resistent fenotype. Ifølge Illumina Miseq-sekvenseringen har 

S. maltophilia tilsammen gener som koder for resistens mot penicilliner, cefalosporiner, 

karbapenem, aminoglykosider, fluorokinoloner, tetracyklin, nitrofurantoin, makrolider, 

novobiocin, kloramfenikol, lincomycin, aztreonam, CCCP, TSA og flere. S. maltophilia er 

opportunistisk patogen og derfor kan resistensmekanismene være svært problematisk ved 

behandling av infeksjoner forårsaket av denne organismen. I tillegg kan spredning av disse 

resistensgenene utgjøre en stor risiko for mattryggheten og folkehelsen. S. maltophilia er et 

økende problem på bakgrunn av den er patogen, er multiresistent og er svært utbredt i miljøet. 

På bakgrunn av dette er det bekymringsverdig med tilstedeværelse av denne bakterien i vasket 

og spiseklar salat, spesielt med tanke på risiko for immunsupprimerte pasienter. Som nevnt er 
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det ikke lett å unngå mikroorganismer i salat, og heller ikke S. maltophilia som er såpass utbredt 

i miljøet. 

 

4.4.2 Achromobacter arsenitoxydans 

I prøve S2.5 (Achromobacter arsenitoxydans) ble det påvist AmpC β-laktamase, abaF som 

koder for resistens mot fosfomycin, samt macA og macB som koder for en efflux-pumpe som 

gir makrolidresistens. AmpC er kromosomkodet i mange bakteriearter og uttrykkelsen er 

vanligvis lav, men uttrykkelsen øker i respons til eksponering av β-laktam (Jacoby, 2009). 

Overuttrykkelse av AmpC er en kompleks mekanisme og fører i varierende grad til resistens 

mot penicilliner og cefalosporiner. Både kromosomkodet og plasmid-mediert AmpC gir 

resistens mot et bredt spekter av β-laktam, inkludert penicilliner og oxyimino-β-cefalosporiner. 

AmpC-aktivitet mot cefepime og karbapenem er lav. β-laktamasehemmere, spesielt 

klavulansyre, har liten hemmende effekt på AmpC-aktivitet, i motsetning til andre β-

laktamaser. En studie av Traglia et al. påviste AmpC i alle isolater av Achromobacter 

xylosoxidans som tyder på iboende AmpC i denne arten (Traglia et al., 2012). A. arsenitoxydans 

er ikke like studert og det er ukjent om AmpC er iboende i denne arten, men generelt er AmpC 

kromosomalt lokalisert og man kan dermed anta at det også er det i denne arten.  

abaF-genet gir fosfomycinresistens. Fosfomycin er et antibiotikum som brukes i behandling av 

urinveisinfeksjon (UVI) siden det holder seg aktivt ved relativt lav pH (Sharma et al., 2017). 

AbaF er en transportør som er ansvarlig for efflux av fosfomycin og har fått navnet sitt etter 

rollen den spiller i fosfomycinresistens ved å pumpe ut fosfomycin i Acinetobacter baumannii 

(A. baumannii Fosfomycin efflux). AbaF har også vist seg å være viktig i dannelse av biofilm 

og virulens i A. baumannii. En studie gjort av Sharma et al. viste at AbaF er viktig for utskilling 

av biofilm-matrix og bidrar til patogenitet i bakterien. AbaF er også mulig involvert i utskilling 

av vertsbakteriens forsvarsmolekyler, noe som resulterer i påvirkning av virulens. Det er ukjent 

om AbaF har samme virkning i A. arsenitoxydans.  

Makrolidresistens-genene macA og macB koder for ABC efflux-komplekset MacAB. MacAB 

gir, sammen med TolC, spesifikk resistens mot makrolider via aktiv efflux av antibiotika 

(Kobayashi et al., 2001). Det ble også påvist en rekke andre multiresistens-efflux-komplekser i 

A. arsenitoxydans-stammen; som AcrAB-TolC, CeoAB-OpcM, EmrAB-TolC, EmrYK-TolC, 

MdtABC-TolC og MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MuxABC-OmpB og OqxAB. Som nevnt kan 

AcrAB-TolC pumpe ut et mangfold av strukturelt forskjellige forbindelser og gir resistens mot 
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et bredt spekter av antibiotika, deriblant β-laktam, kinoloner, tetracyklin og kloramfenikol 

(Anes et al., 2015; Du et al., 2014). CeoAB-OpcM gir resistens mot kloramfenikol, 

fluorokinoloner og trimetoprim (Podnecky et al., 2015). EmrAB-TolC gir resistens mot 

hydrofobe komponenter (Tanabe et al., 2009). MdtABC gir resistens mot fosfomycin, 

novobiocin, nalidixinsyre og norfloxacin. MexAB-OprM gir resistens mot fluorokinoloner, 

makrolider, novobiocin, kloramfenikol, tetracyklin, lincomycin og β-laktam (Pesingi et al., 

2019). MexCD-OprJ gir resistens mot makrolider, kloramfenikol, novobiocin, tetracyklin, 

trimetoprim og enkelte β-laktam som cefoperazone, ceftazidim og cefepime (Tauch et al., 

2003). MuxABC-OmpB gir resistens mot tetracyklin, novobiocin, aztreonam, erytromycin, 

kitasamycin, ampicillin og karbenicillin. OqxAB gir resistens mot kinoloner, tigecyklin og 

nitrofurantoin (Li et al., 2019). De fleste efflux-pumpene er kromosomkodet, men plasmid-

medierte efflux-pumper har også blitt beskrevet de senere årene, deriblant MexCD-OprJ (Li et 

al., 2019). Plasmid-medierte efflux-pumper er av spesiell bekymring da disse lettere kan spres 

til andre bakterier. Med analysene brukt i denne studien vet vi ikke hvor på genomet genene 

befinner seg, og kan dermed ikke si om de er kromosomkodet eller plasmidkodet. 

Helgenomsekvenseringresultatene viste at A. arsenitoxydans har en rekke resistensgener, samt 

efflux-pumpesystemer som gjør at den har potensiale til å være resistent mot mange antibiotika. 

A. arsenitoxydans har trolig liten klinisk betydning, men spredning av disse AR-genene er av 

bekymring.  

4.4.3 Aeromonas salmonicida 

Prøve S3.1 (Aeromonas salmonicida) ble også helgenomsekvensert. A. salmonicida er som 

nevnt vanlig isolert fra akvatiske miljø og medlemmer av Aeromonas-slekten har utviklet et 

høyt nivå av resistens mot antibiotika, spesielt β-laktam og fluorokinoloner (Bottoni et al., 

2015). Tidligere har det blitt påvist β-laktamasegenene blaTEM, blaOXA, blaCTX-M, blaSHV, blaKPC, 

blaACC, blaVEB, blaPSE1/CARB1, blaPER, blaGES, blaFOX. imiH, cepH, cphA og ampC fra Aeromonas 

spp. (Piotrowska et al., 2017). I A. salmonicida-stammen fra prøve S3.1 ble det påvist ampC, 

blaOXA, cphA og blaFOX-4. Som nevnt er AmpC kromosomkodet i mange bakteriearter, og 

overuttrykkelse av AmpC kan gi resistens mot et bredt spekter av β-laktam inkludert 

penicilliner, oxyimino-β-cefalosporiner og cefamyciner, mens aktivitet mot cefepime og 

karbapenem er lav. I Aeromonas spp. er AmpC β-laktamase kjent, og kombinasjonen av AmpC 

og andre mekanismer som f. eks. redusert permeabilitet gir en spesielt resistent fenotype.  

I A. salmonicida-stammen ble det påvist en helt ny variant av blaOXA-genet. Ulike varianter av 

OXA β-laktamase er ofte funnet i Aeromonas spp. (Piotrowska et al., 2017). OXA-varianten 
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som ble funnet i denne studien var ikke identisk til noen andre ved BLAST-søk. Av OXA-

variantene som har fått navn ligner den mest på OXA-427, men ligner aller mest på en ikke-

navngitt OXA-variant med referansenummer WP_021139936.1. Forskjellen var aminosyren 

histidin istedenfor aminosyren tyrosin i posisjon 202 (H202Y) sammenlignet med 

WP_021139936.1. Den nye OXA-varianten har trolig samme funksjon som de andre OXA-

variantene den ligner på. OXA-427 gir resistens mot penicilliner, ceftazidim og aztreonam, og 

i noen tilfeller karbapenemer (Bogaerts et al., 2017). Det er mulig at A. salmonicida-stammen 

tidligere har vært utsatt for antimikrobielt middel som gjør at OXA-genet har mutert, og at den 

muterte OXA-varianten har gjort at stammen har fått en fordel og dermed overlevd.  

Genet cphA er vanlig å finne i Aeromonas spp. (Piotrowska et al., 2017). CphA er en MBL som 

krever sink-ion på aktivt sete for aktivitet. I Aeromonas spp. er en rekke MBL tidligere påvist; 

AsbM1, IMP-19, VIM, ImiS, ImiH og den vanligste CphA. CphA er karbapenemaser som har 

veldig spesifikt substrat-spekter med høy hydrolytisk aktivitet mot karbapenem, men redusert 

aktivitet mot penicilliner og cefalosporiner. CphA finnes iboende i Aeromonas veronii og 

Aeromonas hydrophilia, og er mulig også iboende i A. salmonicida (Bottoni et al., 2015). På 

bakgrunn av at cphA-genet ofte blir påvist i Aeromonas-slekten var det ikke uventet å finne 

dette i prøve S3.1.  

Det fjerde β-laktamase-genet som ble påvist i A. salmonicida-stammen var blaFOX-4, som blir 

klassifisert som ESBLM-C β-laktamase og er hyppig funnet i Aeromonas-slekten (Piotrowska et 

al., 2017). ESBLM-C er plasmid-mediert AmpC-enzymer. Plasmid-medierte AmpC enzymer er 

funnet verden rundt og er mindre vanlige enn ESBL-enzymer, men kan være vanskeligere å 

påvise (Jacoby, 2009). ESBLM-C kan ha bredere spekter enn andre ESBL ved overuttrykkelse. 

Overuttrykkelse gir resistens mot et bredt spekter av cefalosporiner inkludert cefotaxim, 

ceftazidim og ceftriaxon. Det er påvist tilfeller hvor bakterier er følsomme mot antibiotikumet 

i starten, men blir resistent ved behandling som tyder på at eksponering av β-laktam fører til 

overuttrykkelse av genene.  

Genet aac(6´) som gir aminoglykosidresistens ble påvist i A. salmonicida-stammen. AAC(6´) 

katalyserer binding av acetyl-gruppe AcCoA til 6´-NH2 av aminoglykosider. Denne 

modifiseringen av aminoglykosid, forstyrrer dannelsen av hydrogenbinding mellom 6´-NH2 på 

aminoglykosid og A1408 på 16S rRNA og gjør aminoglykosid ufunksjonelt (Vong & Auclair, 

2012). AAC(6´) har blitt funnet i både plasmider og kromosomer, og er ofte del av mobile 

genetiske elementer (Ramirez & Tolmasky, 2010). Ut fra analysene vi har gjort i denne studien, 
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vet vi ikke om genet er plasmid- eller kromosom-kodet i A. salmonicida-stammen. A. 

salmonicida er hovedsakelig et problem med tanke på spredning av AR-gener, og fordi 

AAC(6´) ofte er del av mobile genetiske elementer, kan man ikke utelukke at dette genet kan 

spres videre fra denne stammen.  

Resistensgener mot fosfomycin, abaF, ble også påvist i A. salmonicida-stammen. Som nevnt 

er AbaF også involvert utskillelse av biofilm-matrix og mulig involvert i forsvarsmolekyler 

som påvirker virulens. Det er ukjent om AbaF har samme virkning i A. salmonicida. I tillegg 

ble efflux-pumpene AcrAB-TolC, AcrEF-TolC, EmrAB-TolC, MdtABC-TolC og MdtEF-

TolC påvist i A. salmonicida-stammen. Som nevnt gir AcrAB-TolC resistens mot et bredt 

spekter av strukturelt forskjellige antibiotika, deriblant β-laktam, kinoloner, tetracyklin og 

kloramfenikol (Anes et al., 2015; Du et al., 2014). AcrEF-TolC gir resistens mot kinoloner og 

tigecyklin (Anes et al., 2015). EmrAB-TolC gir resistent mot hydrofobe komponenter (Tanabe 

et al., 2009). MdtABC-TolC gir resistent mot novobiocin, kinoloner, fosfomycin og andre 

(Anes et al., 2015). MdtEF-TolC gir resistent mot erytromycin, doxorubicin og andre.  

 

4.5 Påvisning av gener for metall- og desinfeksjonsmiddelresistens  

Det er dokumentert sammenhenger mellom metall- og desinfeksjonsmiddelresistens med 

antibiotikaresistens. Ko-seleksjon av metallresistens og antibiotikaresistens har blitt påvist, som 

betyr at selv uten bruk av antibiotika, kan metall og desinfeksjonsmidler vedlikeholde eller øke 

antibiotikaresistens (Yu et al., 2017). Ko-seleksjonsmekanismene inkluderer ko-resistens og 

kryssresistens (Baker-Austin et al., 2006). Ko-resistens skjer når forskjellige resistensgener er 

tilstede på samme genetiske element, som for eksempel plasmid, transposon eller integron. 

Kryssresistens er når det samme resistensgenet er ansvarlig for resistens mot både antibiotika 

og metaller/desinfeksjonsmiddel. På denne måten kan metallforurensing og feil bruk av 

desinfeksjonsmiddel bidra til spredning av antibiotikaresistens. I motsetning til antibiotika og 

desinfeksjonsmiddel, blir metaller ikke brutt ned og vil derfor bidra til seleksjonspress i miljøet 

i lang tid.  

Noen kjente eksempler på delte systemer for antibiotika- og metallresistens er; (i) redusert 

permeabilitet, (ii) inaktivering og modifisering, (iii) efflux og (iv) modifisering av mål (Baker-

Austin et al., 2006). Det ble påvist metallresistensgener hos alle tre stammene som ble Illumina 

Miseq sekvensert. S. maltophilia-stammen hadde resistensgener mot arsenikk, kobolt, kobber, 

kvikksølv, sink og kadmium, A. arsenitoxydans-stammen hadde resistensgener mot arsenikk, 
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nikkel, kobolt, kobber og kvikksølv, og A. salmonicida-stammen hadde resistensgener mot 

arsenikk, kobber, kobolt, sink, kadmium og telluritt. Metaller brukes ofte som tilsetning i 

dyrefôr som spormetaller som kreves for god helse og vekst hos dyret (Yu et al., 2017). Kopper 

og sink kreves for hormonfunksjon, normal reproduksjon, vitaminsyntese, enzymdannelse og 

opprettholdelse av godt immunsystem. I tillegg tilsettes ofte krom, vanadium, tinn, nikkel og 

molybden i dyrefôr. På grunn av begrenset kunnskap om hvilken konsentrasjon som er 

nødvendig for god helse hos dyret, blir disse ofte tilsatt i høyere konsentrasjoner enn hva som 

trolig er nødvendig. Mange av disse metallene blir ikke fullstendig absorbert fra fôret, men 

skilles ut av dyret og havner i miljøet hvor de forblir. I tillegg til metaller som er tilsatt dyrefôr, 

finnes også metaller som arsenikk, kadmium og kvikksølv i jord. Metaller kan også stamme fra 

gjødsel. Salat dyrkes i åkeren og er i direkte kontakt med jord, og mikrofloraen i salat består i 

stor grad av bakterier som stammer fra jord. Har disse jordbakteriene hatt metall-kontaminert 

jord som reservoar, kan det ha skjedd en ko-seleksjon av metallresistens og antibiotikaresistens. 

Bakteriene isolert i denne studien hadde som nevnt en rekke metallresistensgener som indikerer 

at de har vært utsatt for disse metallene, som gjør at disse resistensgenene har gitt dem en fordel 

og overlevd.  

S. maltophilia-stammen hadde også genet qacA som gir resistens mot en rekke 

desinfeksjonsmidler, inkludert kvartære ammoniumforbindelser (Russel, 2000). QacA er en 

vanligvis plasmid-kodet efflux-pumpe (Kumar & Varela, 2012).  QacA efflux-pumpe gir også 

resistens mot tetracyklin-antibiotika og er svært lik efflux-mekanismen som er funnet i 

tetracyklinresistente bakterier. I miljø utsatt for kvartære ammoniumforbindelser, som for 

eksempel prosesseringsanlegg for vasking av salat, vil overlevelsen av S. maltophilia med qac-

gener være økt.  

4.6 Påvisning av gener for virulens, hemolysin og toksiner 

4.6.1 Stenotrophomonas maltophilia 

I tillegg til iboende resistensmekanismer, innehar S. maltophilia et stort antall kjente 

virulensfaktorer (Kalidasan et al., 2018). S. maltophilia har evne til å forårsake infeksjoner som 

bakteriemi, endokarditt, pneumoni, meningitt, øyeinfeksjoner, enteritt og hud-

/bløtvevsinfeksjoner. Invaderende patogener må være i stand til å produsere en rekke 

virulensfaktorer for å klare å forårsake slike infeksjoner. Hos S. maltophilia er det påvist 

faktorer som bidrar til patogenitet til bakterien som; (i) pili, flagell, fimbrier og adhesiner, (ii), 

ytre membranlipopolysakkarider (LPS), (iii) «diffusible signal factor» (DFS) og (iv) 
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produksjon av ekstracellulære enzymer. Pili, flagell, fimbrier og adhesiner bidrar til adhesjon, 

autoaggregering og kolonisering. LPS spiller en viktig rolle i dannelse av biofilm og resistens 

mot antibiotika, samt komplement-mediert celledød. DFS spiller en viktig rolle i «quorum 

sensing» som formidler signaler som fører til motilitet, ekstracellulær enzymproduksjon, LPS-

syntese, kolonidannelse og toleranse av antibiotika og metaller. Produksjon av ekstracellulære 

enzymer inkluderer hovedsakelig lipaser, proteaser, esteraser, DNase, RNase og fibrinolysin. 

Ekstracellulære enzymer kan blant annet bryte ned molekyler slik at bakterien kan komme seg 

gjennom cellevegger og invadere celler. I tillegg er ekstracellulære proteiner viktig for 

nedbrytning av næringsstoff slik at bakterien kan ta de inn i cellen.  

S. maltophilia-stammen fikk påvist en rekke gener som koder for komponenter assosiert med 

rotering av pili (pilG, pilH, pilT og pilU), syntese av flagellin (fliA, fliC og fliN), flagell-

motorprotein (motD), samt protein involvert i signaloverføring ved kjemotakse (cheW). Pili 

bidrar til adhesjon til overflater og mellom bakterier ved for eksempel dannelse av biofilm. 

Flagell er bevegelsesorganet i mange bakterier, og er hårlignende filamenter bygget opp av 

flagellin. Filamentene er festet til et roterende ledd slik at de kan beveges i flere retninger. 

Leddet er igjen festet i et basallegeme som ankrer flagellen og kan få den til å rotere. Flageller 

bidrar til virulens og er viktig i kolonisering og invasjon av celler (Chaban et al., 2015). 

Flagellmotoren reagerer på signaler fra kjemotakse-reseptorer for å endre hastighet og rotasjon 

på bevegelsen, slik at den kan bevege seg mot gunstige miljøer, og gjør det mulig for patogener 

å oppsøke infeksjonssteder. Flagellen er viktig gjennom hele infeksjonen for; (i) å nå 

vert/målsted, (ii) kolonisering eller invasjon, (iii) vekst og vedlikehold og (iv) spredning til nye 

verter. S. maltophilia er som kjent opportunistisk patogen, og disse mekanismene vil hjelpe 

bakterien med å forårsake infeksjon.  

Ved infeksjon kan de fleste bakterier få tak i alle næringsstoff som nitrogen, aminosyrer, 

nukleotider, fosfater og andre uorganiske ioner som kreves for overlevelse i for eksempel en 

human vert. Jern er ofte begrensende faktor da det ikke er fritt tilgjengelig i vevet hos verten 

(Kalidasan et al., 2018). Jern er avgjørende for cellevekst og spiller en kritisk rolle i regulering 

av virulensaktiviteter. For å få tak i jern i en human vert, har patogene bakterier utviklet en 

rekke mekansimer, som gjør at de får tak i jern i miljø med begrenset tilgjengelighet. For mange 

patogene bakterier fungerer hemeproteiner som jernkilde. Dette betyr at de har produksjon av 

blant annet hemolysin som bryter ned erytrocytter for å få tak i hemoglobin som er rikt på jern. 

Selv om hemeproteiner fungerer som jernkilde for mange patogene bakterier, er dette ikke 

fullstendig forstått i S. maltophilia enda. S. maltophilia isolater har fått påvist HgbBC som er 
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et hemoglobin-bindende protein, noe som antyder potensielt opptak av heme og hemoglobin. 

S. maltophilia-stammen fikk i denne studien påvist hlyB som er involvert i eksport av 

hemolysin. Imidlertid er det påvist at S. maltophilia har produksjon av sideroforer som en viktig 

mekanisme for jernopptak. Sideroforer er sekundære metabolitter som har høy affinitet for jern, 

og skilles ut for å danne løselige jernkomplekser som kan bli tatt opp av bakterien. Alle 

patogene stammer som har evne til overproduksjon av sideroforer er betraktet som 

hypervirulente, men stammer som ikke kan skille ut sideroforer har nedsatt virulens ved 

kolonisering og infeksjon. Dette tyder på at S. maltophilia har gode muligheter til å få tak i jern 

ved invasjon av humane vertsceller, som øker patogenitet av bakterien.  

S. maltophilia-stammen fikk påvist genet yjjJ som koder for toksin YjjJ. Funksjonen til dette 

toksinet er ukjent, men en studie av Maeda et al. viste at YjjJ trolig har hemmende effekt på 

cellevekst og har en lignende funksjon som HipA (Maeda et al., 2017).  

4.6.2 Achromobacter arsenitoxydans 

Achromobacter spp. er assosiert med infeksjoner i respirasjonssystemet hos CF-pasienter. A. 

arsenitoxydans er lite studert og virulens hos denne arten er relativt ukjent. Andre arter av 

Achromobacter spp. har derimot vært assosiert med adhesjon, kolonisering og infeksjon. 

Isolater av Achromobacter spp. fra CF-pasienter har vist evne til bevegelse, biofilmdannelse og 

affinitet til å binde mucin, kollagen og fibronectin (i epitelvev). A. arsenitoxydans (prøve S2.5) 

fikk påvist gener for flagellin-syntese (fliN og fliQ), flagell-motorprotein (motC) og gener 

involvert i signaloverføring ved kjemotakse (cheA, cheB, cheW og cheY). Dette indikerer at 

stammen har evne til bevegelse. Flagell er tidligere påvist i Achromobacter spp. og flere arter i 

slekten har kjent evne til motilitet (Nejidat et al., 2008). Genene cheA, cheB, cheW og cheY er 

involvert i signaloverføring ved kjemotakse. Kjemotakse er måten bakterier beveger seg mot 

eller fra kjemiske stoffer i omgivelsene. cheA koder for histidin kinase som autofosforylerer og 

blir substrat for respons-regulatoren CheY (Szurmant & Ordal, 2004). cheY er en 

responsregulator som interagerer med motilitetsapparatet (flagell) for å endre retning eller 

hastighet på rotasjonen. CheW er et koblingsprotein som binder CheA til reseptorene. CheB er 

metylesterase-enzym som hydrolyserer metylglutamat på «methyl-accepting chemotaxis 

protein» (MCP) og spiller en rolle i tilpasning. Dette indikerer at også A. arsenitoxydans har 

evne til motilitet slik som mange andre arter i Achromobacter-slekten.  

A. arsenitoxydans-stammen fikk påvist gener involvert i en rekke sekresjonssystem som type 

II sekresjonssystem (T2SS), type III sekresjonssystem (T3SS) og type VI sekresjonssystem 
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(T6SS). Sekresjonssystemet T2SS fremmer spesifikk transport av proteiner i en kanal gjennom 

ytre membran i Gram-negative bakterier (Nivaskumar & Francetic, 2014). Hovedfunksjonen til 

T2SS er næringsopptak ved å skille ut hydrolytiske enzymer som bryter ned karbohydrater, 

lipider, proteiner og nukleinsyre. I tillegg kan T2SS fremme sekresjon av toksiner, adhesiner, 

slimproteiner eller cytokrom, og har funksjoner assosiert med respirasjon, motilitet eller 

biofilmdannelse. Dette betyr at selv om hovedfunksjonen er næringsopptak, er T2SS også 

assosiert med virulens. Sekresjonssystemet T3SS er virulens-assosiert og bidrar til infisering 

av bakterielle effektorproteiner i eukaryote vertsceller (Wagner et al., 2018). T6SS er også 

virulens-assosiert og dens viktigste rolle er gjennom å drepe nabobakterier i konkurrerende 

miljø. Bakterier med T6SS har evne til utskillelse av proteiner med antibakteriell aktivitet 

direkte inn i periplasma til målbakteriene ved celle-celle-kontakt som resulterer i celledød 

(Navarro-Garcia et al., 2019).  

Genene som koder for toksinene FitB, HipA, og toksin/antitoksin (TA)-systemet HigB-2/HigA-

2 ble påvist i A. arsenitoxydans-stammen. FiB er en del av FitAB systemet. Studier har vist at 

FitAB er assosiert med intracellulær vekstkontroll og hastighet på epitelcelle-krysning i 

Neisseria gonorrhoeae (Lobato-Márquez et al., 2016). HigB/HigA TA-system er utbredt i 

mange bakterier og rollen til TA-systemer er å bidra med regulering av patogenitet (Wood & 

Wood, 2016). I HigB/HigA-systemet maskerer HigA RNase-aktiviteten av toksin HigB 

gjennom direkte binding. HipA toksin hemmer syntese av DNA, RNA og proteiner og dermed 

hemming av cellevekst (Germain et al., 2013; Maeda et al., 2017). HipA inaktiverer seg selv 

ved autofosforylering. I tillegg fikk stammen påvist brkB som er assosiert med serumresistens 

i Bordetella pertussis (Fernandez & Weiss, 1994). BrkB er viktig for å unngå drap av 

komplementsystemet som er en viktig del av immunsystemet i serum. Det har tidligere blitt 

påvist virulensfaktorer assosiert med celleadhesjon, endotoksin, eksotoksin og serumresistens i 

en stamme av A. arsenitoxydans, noe som indikerer mulighet for at den er opportunistisk 

patogen (Li et al., 2012). 

4.6.3 Aeromonas salmonicida 

Virulens i Aeromonas spp. avhenger av en rekke faktorer som ikke er fullstendig forstått. 

Aeromonas spp. produserer et bredt spekter av ekstracellulære enzymer som trolig bidrar til 

patogenesen (Igbinosa et al., 2012). I tillegg har Aeromonas spp. evne til å binde seg på og 

invadere vertsceller gjennom produksjon av flageller, pili og adhesiner. I A. salmonicida-

stammen i denne studien ble det påvist flagellinsyntesegenene (fliA, fliC og fliN) og gen 

involvert i rotering av pilus (pilT).  



    75 

Aeromonas spp. sin evne til multiplisering i vertsvev er assosiert med produksjon av sideroforer 

og ytre membranproteiner, mens produksjon av kapsel, S-lag, LPS og poriner bidrar til resistens 

mot vertens forsvarsmolekyler. Produksjon av enterotoksiner, proteaser, fosfolipaser og 

hemolysin forårsaker skader på vertens celler og fører til celledød. I A. salmonicida-stammen i 

denne studien ble det påvist genet eta som koder for eksotoksin A (ETA). ETA er assosiert med 

P. aeruginosa og er et av de mest toksiske virulensfaktorene produsert av denne bakterien 

(Hamood et al., 2012). Bakteriemi forårsaket av P. aeruginosa som produserer ETA er assosiert 

med økt dødelighet. Toksisiteten av ETA er på grunn av evnen til å irreversibelt hemme 

proteinsyntese i eukaryote celler hos verten. ETA blir sekrert ut via sekresjonssystemet T2SS. 

T2SS ble ikke påvist hos A. salmonicida-stammen i denne studien, men både T2SS og T3SS 

har tidligere blitt påvist i Aeromonas spp. (Igbinosa et al., 2012). Genet zot som koder for 

«Zonula occludens toxin» (Zot) ble også påvist hos A. salmonicida-stammen. Zot er et 

enterotoksin som først ble beskrevet i Vibrio cholerae. Zot øker permeabiliteten til epitelceller 

i tynntarmen ved å interagere med cellereseptorer og på denne måten kan bakterien lettere 

invadere cellen (Di Pierro et al., 2001). zot-genet har tidligere blitt påvist i A. salmonicida, men 

det ble antydet at funksjonelle proteiner ikke kan syntetiseres fra genet som ble påvist (Reith et 

al., 2008). A. salmonicida-stammen fikk også påvist hlyA som koder for hemolysin, samt hlyD 

som er involvert i eksport av hemolysin. Hemolysin er eksotoksin som kan lysere celler ved å 

danne porer i cellemembranen hos erytrocytter, leukocytter og epitelceller (Kerényi et al., 

2005). Produksjon av hemolysin vises som en stor klar sone av hemolyse rundt kolonien på 

blodagar. A. salmonicida-stammen ble isolert fra blodagar på bakgrunn av β-hemolyse rundt 

kolonien. Aeromonas spp. sin rolle i matbåren infeksjon er omdiskutert, men det tyder på at den 

har flere virulensfaktorer som er assosiert med invadering av celler og celledød.  

4.7. Følsomhetstesting 
Følsomhetstesing ved bruk av MIC gir en god indikasjon på fenotypisk resistens hos 

bakteriestammer. En resistent MIC kan forutse behandlingssvikt ved bruk av antibiotikumet, 

men en følsom MIC er ikke en garanti for vellykket behandling (Iredell et al., 2015). Selv om 

en bakterie blir karakterisert som følsom in vitro, kan dette være på grunn av bakteriene er mest 

sårbare når de er i en fase hvor de vokser hyppig og har høy metabolisme (som for eksempel i 

et vekstmedium på laboratoriet). De fleste antibiotika er målrettet denne vekstfasen hos 

bakterien. Dessverre kan vekststadiet i organismer ved klinisk infeksjon i noen tilfeller avvike 

fra antibioitkafølsomheten som bestemmes in vitro. Metoden gir likevel god indikasjon på 
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fenotypisk resistens, og hvilke antibiotika som mest sannsynlig gir vellykket behandling av 

infeksjon.  

4.7.1 Stenotrophomonas maltophilia  

Prøve S1.2 (S. maltophilia) ble kategorisert som resistent mot all antibiotika i panelet, og kan 

dermed betraktes som en multiresistent bakterie. Som tidligere nevnt er multiresistens i denne 

bakteriearten kjent. S. maltophilia var resistent mot alle aminoglykosid-antibiotika den ble 

testet for i denne studien; amikacin, gentamicin og streptomycin. Dette er trolig på grunn av S. 

maltophilia har iboende resistens mot aminoglykosider (Lin et al., 2015). Ved Illumina-

sekvensering ble det påvist fosfotransferasene APH(3´)-IIc og APH(6´)-Ic. APH(3´)-IIc er 

kjent for å være iboende i S. maltophilia (Sanchez, 2015). Både APH(3´)-IIc og APH(6´)-Ic har 

evne til å modifisere aminoglykosid-molekyler ved fosforylering. Aminoglykosid virker ved å 

binde på ribosomal 30S subenhet og hemme proteinsyntesen. Fosforylering av aminoglykosid-

molekyler hindrer binding av aminoglykosid til ribosomal 30S subenhet, slik at aminoglykosid 

ikke får hemmet proteinsyntesen til bakterien. Dette kan være en årsak for hvorfor S. 

maltophilia klarer å vokse i nærvær av aminoglykosid-antibiotika.  

S. maltophilia var også resistent mot alle β-laktam antibiotika den ble testet mot i denne studien. 

Som nevnt har S. maltophilia iboende gener for produksjon av β-laktamasene L1 og L2 

(Okazaki & Avison, 2007). β-laktamaser virker ved å hydrolysere ringstrukturen i β-laktam. S. 

maltophilia-stammen var resistent penicilliner (ampicillin og amoxicillin-klavulansyre), 

cefalosporiner (cefotaxim og cefepime) og karbapenemer (imipenem og meropenem). MIC-

verdi for cefepime var usikkert på grunn av stor spredning i parallellen, men på bakgrunn av at 

verdien var så høy (64 mg/L) ble den betraktet som resistent. 64 mg/L er så høyt at det er 

vanskelig å oppnå denne konsentrasjonen ved behandling, og derfor vil cefepime trolig være 

ufunksjonelt ved behandling med lavere konsentrasjon. L1 og L2 β-laktamase bidrar trolig til 

resistens mot β-laktam hos S. maltophilia-stammen. L1 metallo-β-laktamase er Zn2+-avhengig 

og kan inaktivere nesten all β-laktam-antibiotika med unntak av aztreonam (Sanchez, 2015). 

L2 hydrolyserer de fleste cefalosporiner og aztreonam, men ikke karbapenem. I tillegg ble det 

påvist en rekke efflux-pumper i S. maltophilia-stammen som kan bidra til resistens mot β-

laktam, som for eksempel MexAB-OprM efflux-system som er kjent for å gi resistens mot β-

laktam antibiotika. MucABC efflux-system er assosiert med resistens mot ampicillin, og kan 

også være en mulig årsak til resistens mot ampicillin.  
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S. maltophilia-stammen var også resistent mot fluorokinolon (ciprofloxacin). Mutasjoner i 

topoisomerase, målet til kinoloner, har hovedsakelig vært betraktet som hovedmekanismen for 

resistens mot fluorokinoloner (Sanchez, 2015). Imidlertid har det ikke blitt påvist 

topoisomerase mutasjoner i S. maltophilia tidligere, men kinolon-resistens i S. maltophilia har 

blitt påvist at skyldes efflux-pumper og kinolonresistensproteinet SmQnr. SmQnr ble ikke 

påvist i denne studien, men SmeDEF efflux-system ble påvist. SmeDEF har blitt assosiert med 

fluorokinolonresistens i tidligere studier og er en mulig årsak for resistens mot ciprofloxacin i 

S. maltophilia-stammen isolert fra salat i denne studien (Garcia-Leon et al., 2014). I tillegg er 

OxqAB og MexAB-OprM efflux-systemer, som ble påvist i S. maltophilia-stammen, assosiert 

med resistens mot fluorokinoloner (Li et al., 2019; Pan et al., 2016).  

S. maltophilia-stammen var også resistent mot makrolidet erytromycin. Efflux-systemene 

MexAB-OprM og MucABC er assosiert med resistens mot makrolider (Pan et al., 2016). Disse 

ble påvist i S. maltophilia-stammen og kan være en mulig årsak til resistens mot erytromycin.  

S. maltophilia-stammen var også resistent mot trimetoprim (TMP). Trimetoprim-

sulfametoxazol (TMP-SXT) er anbefalt for behandling av infeksjoner av S. maltophilia (Al-

Jasser, 2006). Økende forekomst av resistens mot TMP-SXT i S. maltophilia er et problem for 

behandling av infeksjoner. På bakgrunn av at S. maltophilia er resistent mot så mange 

antibiotika-klasser, er det få behandlingsmuligheter igjen. Selv om stammen viser resistens mot 

TMP, er det ikke sikkert den er resistent mot TMP-SXT som er en blanding av to antibiotika. 

Det hadde vært interessant å teste denne stammen for følsomhet for TMP-SXT for å undersøke 

om stammen også er resistent mot anbefalt legemiddel for behandling av S. maltophilia-

infeksjon.  

4.7.2 Bacillus spp.  

Prøve S2.1 (Bacillus spp.) ble kategorisert som resistent mot cefalosporiner (cefotaxim og 

cefepime), penicillin (ampicillin) og trimetoprim. Stammen kan dermed kalles multiresistent 

på bakgrunn av at den er resistent mot tre antibiotikaklasser. Bacillus-stammen ble kategorisert 

som følsom for økt eksponering av amoxicillin med klavulansyre, og kategorisert som følsom 

for aminoglykosider (amikacin og gentamicin), karbapenem (imipenem og meropenem) og 

fluorokinoloner (ciprofloxacin). Dette resistensmønsteret ligner tidligere analyse av B. cereus. 

En studie av Fiedler et al. utførte følsomhetstesting av B. cereus-stammer der; 100% var 

resistente mot penicillin G og cefotaxim, 99,3% var resistente mot ampicillin og amoxicillin-

klavulansyre (Fiedler et al., 2019). Mens 99,3% av stammene var følsomme for ciprofloxacin, 
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98,0% var følsomme for amikacin, 93,9% var følsomme for imipenem, 91,8% var følsomme 

for erytromycin og 88,4% var følsomme for gentamicin.  

4.7.3 Pseudomonas spp.  

Prøve S2.4 (Pseudomonas spp.) ble kategorisert som resistent mot ampicillin og amoxicillin-

klavulansyre (penicilliner), cefotaxim (3. generasjon cefalosporin), erytromycin (makrolider), 

gentamicin (aminoglykosid) og trimetoprim, og er dermed multiresistent. Pseudomonas spp. er 

kjent for å være svært tilpasningsdyktig, med gode evner til å erverve mobile AR-gener 

(Livermore, 2002). Samtidig har mange arter i Pseudomonas-slekten kromosomalt kodet 

AmpC enzymer som hydrolyserer β-laktam som penicilliner og cefalosporiner. På bakgrunn av 

Pseudomonas-stammen i prøve S2.4 er viser fenotypisk resistens mot penicilliner og 

cefalosporiner, men ikke karbapenem, kan man ikke utelukke at den har kromosomalt AmpC. 

Resistens mot cefotaxim kan forklare hvorfor Pseudomonas spp. klarte å vokse på ESBL-

medium som er tilsatt cefpodoxim som også er et 3. generasjon cefalosporin. Produsenten av 

BrillianceTM ESBL oppgir imidlertid at den skal inneholde antimikrobielle stoffer som hemmer 

de fleste AmpC-organismer.  

Stammen var følsom for ciprofloxacin (fluorokinoloner), amikacin (aminoglykosid), imipenem 

og meropenem (karbapenemer). Ifølge folkehelseinstituttet er Pseudomonas spp. ofte følsom 

for aminoglykosider, ceftazidim, aztreonam, karbapenem, piperacillin-tazobactam og 

ciprofloxacin (Folkehelseinstituttet, 2010). MIC-verdi for cefepime ble utelukket på bakgrunn 

av stor spredning i paralleller som gjør resultatet usikkert. 

4.7.4 Achromobacter arsenitoxydans 

Prøve S2.5 (A. arsenitoxydans) ble kategorisert som resistent mot alle aminoglykosider den ble 

testet mot; amikacin, gentamicin og streptomycin. A. arsenitoxydans-stammen var også 

resistent mot cefotaxim (3. generasjon cefalosporin), ciprofloxacin (fluorokinolon) og 

trimetoprim. Dette betyr at stammen er multiresistent. A. arsenitoxydans er lite studert, og 

kunnskap om resistensgener hos denne arten er stort sett ukjent. Det har imidlertid blitt påvist 

aminglykosidresistensgenene aac(6´)-Ib og aadA1, trimetoprimresistensgenene dfrA1 og 

dfrA16, og β-laktamase blaOXA og blaAmpC hos en annen art i denne slekten; Achromobacter 

xylosoxidans (Traglia et al., 2012). aac(6´)-Ib, aadA1, dfrA1, dfrA16 og blaOXA, ble ikke påvist 

i A. arsenitoxydans-stammen, men kan likevel ikke utelukkes. AmpC ble imidlertid også påvist 

i A. arsenitoxydans-stammen og kan være en mulig årsak for resistens mot cefotaxim. AmpC 

kan gi resistens mot et bredt spekter av β-laktam inkludert, penicilliner og cefalosporiner,  men 
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ikke karbapenem (Jacoby, 2009). Stammen var følsom for cefepime (4. generasjon 

cefalosporin) og karbapenem. A. arsenitoxydans var ikke resistent mot penicillinene ampicillin 

og amoxicillin-klavulansyre. Stammen ble kategorisert som følsom ved økt eksponering for 

ampicillin. Nedsatt følsomhet mot ampicillin kan ha sammenheng med AmpC-enzymer. β-

laktamasehemmeren klavulansyre har liten effekt på AmpC-enzymer, og derfor forklarer ikke 

dette følsomhet for amoxicillin-klavulansyre.  

En mulig årsak til resistens mot disse antibiotikaklassene kan være alle efflux-systemene som 

ble påvist i A. arsenitoxydans-sammen. MexAB-OprM og Oqx-AB kan mulig spille en rolle i 

resistens mot fluorokinoloner (Li et al., 2019; Pesingi et al., 2019), CeoAB-OpcM i resistens 

mot  fluorokinoloner og trimetoprim (Podnecky et al., 2015) og MexCD-OprJ i resistens mot 

trimetoprim (Tauch et al., 2003).  

A. arsenitoxydans-stammen fikk påvist makrolidresistens-genene macA og macB, men var 

følsom for erytromycin. MacAB-TolC er et kompleks med aktiv efflux av makrolid-antibiotika 

(Kobayashi et al., 2001). Selv om bakterien hadde gener som tilsier at den kan ha resistens, 

hadde den ikke fenotypisk resistens mot makrolider. En studie av Rouquette-Loughlin et al. 

viste at i N. gonorrhoeae er MacAB spesielt aktiv ved mutasjoner i promotor som driver 

transkripsjon av MacAB (Rouquette-Loughlin et al., 2005). Vi har ikke sett på mutasjoner i 

genene i denne studien, og heller ikke gjort ekspresjonsstudier og kan dermed ikke vite hvorfor 

A. arsenitoxydans ikke viser fenotypisk resistens mot makrolider selv om den har gener som 

koder for MacAB. I tillegg, som nevnt innledningsvis, er bakterier ofte i en mer følsom 

situasjon ved vekststadiet som i in vitro forsøk, noe som kan påvirke resultatet.  

4.7.5 Aeromonas salmonicida 

Prøve S3.1 (A. salmonicida) var også multiresistent. Stammen ble kategorisert som resistent 

mot amikacin og gentamicin (aminoglykosid), imipenem (karbapenem), ampicillin og 

amoxicillin med klavulansyre (penicillin). A. salmonicida-stammen fikk påvist AAC(6´) ved 

Illumina-sekvensering og kan være en årsak til hvorfor A. salmonicida-stammen er resistent 

mot aminoglykosider. AAC(6´) er et enzym som acetylerer aminoglykosid og forstyrrer 

hydrogenbinding av aminoglykosid til 16S rRNA (Vong & Auclair, 2012). Det finnes 

hovedsakelig to undergrupper av AAC(6´) som gir forskjellig resistens mot amikacin og 

gentamicin C1 (Ramirez & Tolmasky, 2010). AAC(6´)-I enzymer viser høy aktivitet mot 

amikacin og gentamicin C1a og C2, men veldig lav aktivitet mot gentamicin C1. AAC(6´)-II 

enzymer acetylerer alle tre former av gentamicin (C1, C2 og C3) , men ikke amikacin. Det ble 

ikke påvist hvilken undergruppe av aac(6´)-genet som var tilstede i stammen. MIC-testen 



    80 

indikerer at AAC(6´) ligner mest på undergruppen AAC(6´)-I, men dette kan ikke sies med 

sikkerhet da vi ikke vet om det er tilstedeværelse av dette genet som fører til fenotypisk resistens 

mot aminoglykosid hos stammen.  

A. salmonicida-stammen var resistent mot alle penicilliner og imipenem (karbapenem). Men 

stammen var følsom mot alle cefalosporiner (cefotaxim og cefepime), samt meropenem 

(karbapenem). Denne stammen fikk påvist AmpC, OXA, cphA og FOX-4 ved Illumina Miseq, 

og har dermed fått påvist gener som gjør at den kan være resistent mot alle β-laktam-antibiotika 

som ble testet for i denne studien. Imidlertid viste pBLAST-søk at ingen av disse proteinene 

påvist hos A. salmonicida-stammen er 100% identiske til andre proteiner i NCBI-databasen. På 

bakgrunn av dette kan man ikke fastslå om disse genene har tilsvarende funksjoner som 

tidligere påvist i andre arter av Aeromonas. For å finne ut hvordan disse genene fungerer må 

det brukes andre forsøk som blant annet subkloning, knock-out og ekspresjonsstudier. 

4.8 Forslag til videre arbeid 

Utbredelsen av antibiotikaresistens i mat som selges på det norske markedet er lite studert. 

Tradisjonelt har spredning av antibiotikaresistens inkludert analyser av patogene bakterier 

relatert til human- eller dyrehelse. Imidlertid er det viktig også å inkludere ikke-patogene 

mikroorganismers på bakgrunn av disse kan være reservoar for AR-gener og et viktig ledd i 

videre spredning. Studier har påpekt at AR-gener fra ikke-patogene bakterier kan spres til 

patogene bakterier i tarmfloraen og kan bli et problem ved behandling av infeksjoner i klinisk 

sammenheng. Kunnskap om omfanget av AR-gener i bakterier i mat er nødvendig for å kunne 

sette i gang effektive tiltak for å motvirke utvikling og redusere spredning av AR-bakterier. 

Derfor bør det gjøres videre arbeid med å identifisere utbredelsen av AR-gener i mat.  

Det hadde også vært interessant å helgenomsekvensert Pseudomonas spp. og Bacillus spp. 

Pseudomonas spp. er en bakterieslekt det har vært funnet mye AR-gener hos. Det er også vist 

seg at nyere isolater av Pseudomonas spp. har mer resistens enn eldre isolater. I tillegg står 

karbapenemaseproduserende P. aeruginosa på WHO sin liste over bakterier det er kritisk viktig 

å utvikle nye antibiotika mot. Bacillus spp. hadde vært interessant å sett videre på for å 

undersøke om stammene hadde gener som koder for emetisk toksin eller enterotoksiner. 

Stammer med produksjon av emetisk eller enterotoksiner har ofte evne til å forårsake matbåren 

infeksjon. Slike bakterier skal ikke finnes i vasket og spiseklare produkter. I tillegg hadde det 

vært interessant å undersøke mengden av de ulike bakteriene i vasket og spiseklar salat.  
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5. Konklusjon 
I denne studien er det påvist at det finnes multiresistente bakterier i vasket og spiseklar salat 

som selges på det norske markedet. Det ble påvist opportunistisk patogene bakterier, samt 

bakterier som trolig ikke har stor klinisk relevans. Alle fem bakteriestammene som ble 

følsomhetstestet hadde fenotypisk multiresistens. Vasket og spiseklar salat konsumeres 

vanligvis direkte uten varmebehandling og bakteriene havner i GI-trakten og møter det store 

mangfoldet av bakterier i tarmfloraen. I tarmfloraen finnes det opportunistisk patogene 

bakterier og i dette tette miljøet kan AR-gener spres videre til disse bakteriene. Ved en senere 

anledning, for eksempel hvis personen går på antibiotikabehandling, kan disse patogene 

bakteriene med ny-ervervede AR-gener få konkurransefortrinn og mulighet til å forårsake 

infeksjon, eller eventuelt spres videre via avføring. Det ble påvist en svært multiresistent S. 

maltophilia i salatene. Dette er bekymringsverdig da denne bakterien er assosiert med 

kolonisering, spesielt hos immunsupprimerte pasienter. Vi vet ikke mengden S. maltophilia i 

salatene og kan dermed ikke vite om de er mange nok til å være et problem. Det ble også påvist 

en rekke virulensfaktorer assosiert med invadering og infeksjon hos A. arsenitoxydans og A. 

salmonicida. Det er imidlertid ukjent om disse bakteriene har evne til å forårsake matbåren 

infeksjon hos mennesker. I motsetning til S. maltophilia, er ikke disse artene et økende problem 

i klinisk sammenheng. Imidlertid kan disse bakteriene fortsatt være en bidragsyter i spredningen 

av AR-gener. I denne studien ble det også påvist en helt ny variant av OXA β-laktamase. Denne 

ble funnet i en stamme av A. salmonicida.  

Flere studier må imidlertid gjøres for å få et helhetlig perspektiv om utbredelsen av 

antibiotikaresistens i matvarer som selges på det norske markedet. Dette er viktig for å få mer 

kunnskap, forbedret overvåking og kartlegging av antibiotikaresistens, som igjen kan bidra til 

mer effektive og forebyggende tiltak som gjør at vi forhåpentligvis også kan bruke antibiotika 

i behandling mot infeksjoner i fremtiden.  
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Vedlegg 

Vedlegg A 
Tabell A.1: Kvantifisering og renhetsmåling av DNA etter ekstrahering og isolering fra prøvemateriale, samt 

etter rensing av 16S rRNA- og singlepleks-produkt. Renhet vurdert ut fra absorbansmåling ved bruk av 

NanoDropTM 2000 og konsentrasjon av DNA (ng/ml) målt med Qubit® 2.0 Fluorometer 

 
DNA etter ekstrahering og isolering  

16S rRNA 

produkt 

Singlepleks 

VIM produkt 

 Qubit® NanodropTM Qubit® 

Prøve Konsentrasjon 

DNA  

(ng/µl) 

A260/280  

(nm) 

A260/230  

(nm) 

Konsentrasjon  

DNA 

(ng/µl) 

Konsentrasjon 

DNA 

(ng/µl) 

S1.1 38,4 1,58 0,57 36,2 - 

S1.2 39,1 1,90 1,82 30,4 - 

S1.3 64,7 1,78 1,32 31,2 - 

S1.4 70,5 1,89 1,75 26,7 - 

S2.1 128,0 1,92 2,17 53,4 - 

S2.2 84,0 1,95 1,84 48,9 - 

S2.3 74,0 1,85 1,38 49,8 - 

S2.4 89,0 1,87 1,71 41,6 8,23 

S2.5 82,6 1,88 1,56 56,4 - 

S3.1 85,4 1,87 1,74 48,9 - 

S3.2 142,0 1,95 1,97 50,7 - 

S3.3 12,9 2,00 1,63 44,9 - 
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Vedlegg B 

Tabell B.1 Bakteriestammer med høyest identitetsscore ved BLAST-søk av kontig-sekvenser fra 16S rRNA-

sekvensering 

Prøve Maks 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E-verdi Identitets-
score 

S1.1 
Bacillus paramycoides stamme 2532 2532 100 % 0.0 99.01 % 
Bacillus wiedmannii stamme 2527 2527 100 % 0.0  98.94 % 
Bacillus proteolyticus stamme 2527 2527 100 % 0.0 98.94 % 
Bacillus albus stamme 2527 2527 100 % 0.0 98.94 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
Bacillus cereus stamme 2521 2521 100 % 0.0 98.87 % 
S1.2 
Stenotrophomonas pavanii stamme 1823 1823 99 % 0.0 99.50 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 1805 1805 99 % 0.0 99.20 % 
S1.3 
Pseudomonas koreensis stamme 2451 2451 98 % 0.0 98.98 % 
Pseudomonas moraviensis stamme 2446 2446 98 % 0.0 98.91 % 
Pseudomonas reinekei stamme 2444 2444 98 % 0.0 98.77 % 
Pseudomonas vancouverensis stamme 2436 2436 98 % 0.0 98.76 % 
S1.4 
Achromobacter animicus stamme 2471 2471 99 % 0.0 99.49 % 
Achromobacter mucicolens stamme 2471 2471 99 % 0.0 99.49 % 
Achromobacter xylosoxidans stamme 2460 2460 99 % 0.0 99.34 % 
S2.1 
Bacillus paramycoides stamme 1757 1757 97 % 0.0 98.69 % 
Bacillus albus stamme 1757 1757 97 % 0.0 98.69 % 
Bacillus anthracis stamme 1757 1757 97 % 0.0 98.69 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
Bacillus cereus stamme 1751 1751 97 % 0.0 98.59 % 
S2.2 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 1879 1879 99 % 0.0 99.23 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 1875 1875 99 % 0.0 99.14 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 1875 1875 99 % 0.0 99.14 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 1873 1873 99 % 0.0 99.14 % 
Stenotrophomonas pavanii stamme 1868 1868 99 % 0.0 99.04 % 
S2.3 
[Pseudomonas] hibiscicola stamme 2030 2030 98 % 0.0 99.64 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2019 2019 98 % 0.0 99.46 % 
S2.4 
Pseudomonas plecoglossicida stamme 2398 2398 98 % 0.0 98.67 % 
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Pseudomonas taiwanensis stamme 2398 2398 98 % 0.0 98.67 % 
Pseudomonas plecoglossicida stamme 2398 2398 98 % 0.0 98.67 % 
Pseudomonas monteilii stamme 2386 2386 98 % 0.0 98.52 % 
Pseudomonas graminis stamme 2386 2386 98 % 0.0 98.52 % 
Pseudomonas coleopterorum stamme 2385 2385 98 % 0.0 98.52 % 
S2.5 
Achromobacter mucicolens stamme 2274 2274 99 % 0.0 98.53 % 
Achromobacter deleyi stamme 2257 2257 99 % 0.0 98.30 % 
Achromobacter spanius stamme 2257 2257 99 % 0.0 98.30 % 
S3.1 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
[Haemophilus] piscium stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas bestiarum stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas piscicola stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
Aeromonas salmonicida stamme 1986 1986 100 % 0.0 98.66 % 
S3.2 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2451 2451 100 % 0.0 99.48 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2447 2447 100 % 0.0 99.41 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2447 2447 100 % 0.0 99.41 % 
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2446 2446 100 % 0.0 99.41 % 
Stenotrophomonas pavanii stamme 2429 2429 100 % 0.0 99.19 % 
Stenotrophomonas pavanii stamme 2425 2425 100 % 0.0 99.11 % 
S3.3 
Pseudomonas koreensis stamme 2050 2050 98 % 0.0 99.12 % 
Pseudomonas reinekei stamme 2039 2039 98 % 0.0 98.95 % 
Pseudomonas moraviensis stamme 2034 2034 98 % 0.0 98.86 % 
Pseudomonas vancouverensis stamme 2034 2034 98 % 0.0 98.86 % 
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Vedlegg C 
Tabell C.1 Kontig-sekvens av 16S rRNA-sekvens fra Sangersekvensering 

Prøve 16S rRNA-sekvens 

S1.1 GCTTAAACCTGCAAGTCGAAGCGAATGTGATCAAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCG
GCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACC
TTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT
GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
AGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACCATGGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAC
CCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGC
TAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTAGGGTAA 

S1.2 GCAAGAAGAGCTTGCTCTCTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAA
ACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTA
GTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGT
GAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGA
AATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGT
TAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCGGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGGGT 

S1.3 ACGAGGAGGTAGACAGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTT
TCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATT
AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTC
TGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAAAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACG
CATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAAGCATGGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAAAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATT
GAGACAGGTGCTTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCCGGGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTAC
CAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGG
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGG
ATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTCGCACCAGAAGTAGCTAGTCTACACA 

S1.4 TAGGCTAACTACTTCTGGGTAAAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTG
ATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGGTTTCTGGGATTGGCTCCCACC
TCGCGGGTTGGCGACCCTCTGTCCCGACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTACCCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCTTTCGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCCGGTTCTCTTGCGAGCACTACCAAATCTCTTCGGCATTCCAGACA
TGTCAAGGGTAGGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTT
AATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTCACGCGTTAGCTGCGCTACCAAGGCCCGAAGGCCCCAACAGCTAGTTGACATCGTT
TAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATGAGCGTCAGTGTTATCCCAGGAGGCTGCCTTCGCC
ATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCACCTCCCTCTGACACACTCTAGCTCGGTAGTTAAAAATGC
AGTTCCAAAGTTAAGCTCTGGGATTTCACATCTTTCTTTCCGAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCAC
CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGCAGGTACCGTCAGTTTCGCGGGGTATTAACCCGCGACGTTT
CTTTCCTGCCAAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCATCGCACACGCGGGATGGCTGGATCAGGGTTTCCCCCATTGTCCAAAATTCC
CCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGTCCTCTCAAACCAGCTACGGATCGTCGCCTTGGT
GAGCCGTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGAAATCGGCCGCTCTAATAGTGCAAGGTCTTGCGATCCCCTGCTTTCCCCCGTAGGGCGTA
TGCGGTATTAGCTACGCTTTCGCGTAGTTATCCCCCGCTACTAGGCACGTTCCGATACATTACTCACCCGTTCGCCACTCGCCACCAGACC
GAAGTTGGTG 

S2.1 TAACCATGCAAGTCGTAACAAGGTAGCACGAGAGCTTGCTCTGTATGCAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCC
CATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCT
GTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTG
ACGGTTACCTAACCCAGAAAAGCCACGGGCTAAATTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATTCCGGAATTAT
TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT
GGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAC
ACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTG 

S2.2 GGCGGAATAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAG
AAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCATCTGGTTAATACCCGGGTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCA
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCG
TTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCC
TGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTAT
CGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTCGAACACACGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAG
TTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
ACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGTAGAGCC 



    V 

S2.3 GATCATAAACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCC
AGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATG
ACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGT
GGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAA
CATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGG
GTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAAACACACGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCA
ATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTG
CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATTGGAGTCTGA 

S2.4 ATACTATACTGGTGCAACTCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCG
ATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCT
TGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACA
TCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGTC
AAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTAC
GGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACT
GGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTGCCCTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCAGT
TCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCC
TCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAGCTTACTGCCCTTC
CTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCAGGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCC
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGA
GCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATG
CGGTATTAGCGTTCCTTTCGAAACGTTGTCCCCCACTATCAGGCAGATTCCTAGGTATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATACAAGGAGC
AAGCTCGTGCTG 

S2.5 AGCGAGCCTAGTAGCGGGGGATAACTACGCGAAAGCGTAGCTAATACCGCATACGCCCTTCGGGGGAAAGCAGGGGATCGCAAGACCT
CGCACTATTAGAGCGGCCGATATCGGATTAGCTAGTTAGTGGTGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTTTGAGAGGA
CGACCAGCCACACTGGGAATGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGGGAAACCCTGATC
CCAGCCATCCCGCGTGTGCGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGGCAGGAAAGAAACGTCCCGGGATAATACCCTGGGAAAC
TGACGGTACCTGCAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTCGGAAAGAAAGATGTGAAATCCCAGAGCTTAACTTTGGAACTGCATTTTTAACTACCGAGCTAGAGT
GTGTCAGAGGGAAGGTGGAATTCCGCGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGCGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCTCCTGGGA
TAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAACCTG
TTGGGGCCTTCGGGCCTTGGTAGCGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGAAGGGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGTCTGGAATGCCGA
AAAGATTTGGCAGTGCTCGCAAGAGAACCGGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGGACAGAGGGTCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCCAAT
CCCAGAAACCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGTGAGTGTAT 

S3.1 CCCGGCTACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTA
CGACGCGCTTTTTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTACGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGG
CCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGA
CAGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCTGATTCCCGAAG
GCACTACCGCATCTCTACAGGATTCCAGACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGCTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATGTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCACCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACG
TCTCAAGGACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTATCGCACCTG
AGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCC
CTCTACAAGACTCTAGCTGGACAGTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTAACTTATCCAACCGCCTGCGTGC
GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTA
ACGTCACAGTTGACACGTATTAGGCGCCAACCTTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTAACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATG
GCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGAAGTCTGAACCGTGTCTCAGTTCCAGGGTGGCTGTAT
CATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGGCTTCGTG 

S3.2 CTCTGGATGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTTTTTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCG
CATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGG
CCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTG
GGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAA
CCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAG
GAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGAATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTG
GGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAATATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAA
GGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAAT
GGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTTTAGTAGCACCAG 

S3.3 ACTACTTGTCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGAAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAA
GGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTGGAATTTCCTGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATAGGCAAGGAAC
ACCAGTGCCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGACGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCG
GTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAA
GGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCTTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGTGAGTCTGAGTAG 
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Vedlegg D 
 
Tabell D.1 Bilder av skåler og MIC-verdi ved antibiotika-følsomhetstest for prøve S1.2  

Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 

Prøve S1.2 (Stenotrophomonas maltophilia) 

Aminoglykosider 

Amikacin Gentamicin Streptomycin 

 
> 256 mg/L 

 

 
> 256 mg/L 

 
16 mg/L 

 
16 mg/L 

 
> 1024 mg/L 

 
> 1024 mg/L 

Snitt: > 256 mg/L Snitt: 16 mg/L Snitt: > 1024 mg/L 

Karbapenem  Makrolider 

Imipenem Meropenem  Erytromycin 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L  

 
> 32 mg/L 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

Snitt: > 32 mg/L Snitt: > 32 mg/L  Snitt: > 256 mg/L 

Cefalosporiner  Fluorokinoloner 

Cefotaxim Cefepim  Ciprofloxacin 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
32 mg/L 96 mg/L 

 

 
2 mg/L 

 
1,5 mg/L 

Snitt: > 32 mg/L Snitt: 64 mg/L  Snitt: 1,75 mg/L 

Penicilliner  Trimetoprim 

Amoxicillin - clavulansyre Ampicillin  Trimetoprim 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

Snitt: > 256 mg/L Snitt: > 256 mg/L  Snitt: > 32 mg/L 
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Tabell D.2 Bilder av skåler og MIC-verdi ved antibiotika-følsomhetstest for prøve S2.1 

Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 

Prøve S2.1 (Bacillus spp.) 

Aminoglykosider 

Amikacin Gentamicin Streptomycin 

 
0,50 mg/L  

 

 
0,50 mg/L 

 
0,38 mg/L 

 
0,50 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 
2 mg/L 

Snitt: 0,50 mg/L Snitt: 0,44 mg/L Snitt: 1,75 mg/L 

Karbapenem  Makrolider 

Imipenem Meropenem  Erytromycin 

 
0,064 mg/L 

 

 
0,047 mg/L 

 
0,125 mg/L 

 
0,094 mg/L 

 

 
0,25 mg/L 

 

 
0,19 mg/L 

Snitt: 0,055 mg/L Snitt: 0,110 mg/L  Snitt: 0,22 mg/L 

Cefalosporiner  Fluorokinoloner 

Cefotaxim Cefepim  Ciprofloxacin 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 

 
0,094 mg/L 

 
0,064 mg/L 

Snitt: > 32 mg/L Snitt: > 256 mg/L  Snitt: 0,079 mg/L 

Penicilliner  Trimetoprim 

Amoxicillin - clavulansyre Ampicillin  Trimetoprim 

 
6 mg/L 

 

 
6 mg/L 

 
8 mg/L 

 
12 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
> 32 mg/L 

Snitt: 6 mg/L Snitt: 10 mg/L  Snitt: > 32 mg/L 
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Tabell D.3 Bilder av skåler og MIC-verdi ved antibiotika-følsomhetstest for prøve S2.4.  

Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 

Prøve S2.4 (Pseudomonas spp.) 

Aminoglykosider 

Amikacin Gentamicin Streptomycin 

 
0,75 mg/L 

 

 
1,0 mg/L 

 
0,75 mg/L 

 
1,0 mg/L 

 
6 mg/L 

 
6 mg/L 

Snitt: 0,88 mg/L Snitt: 0,88 mg/L Snitt: 6 mg/L 

Karbapenem  Makrolider 

Imipenem Meropenem  Erytromycin 

 
0,50 mg/L 

 

 
0,50 mg/L 

 
0,75 mg/L 

 
0,50 mg/L 

 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

Snitt: 0,50 mg/L Snitt: 0,63 mg/L  Snitt: > 256 mg/L 

Cefalosporiner  Fluorokinoloner 

Cefotaxim Cefepim  Ciprofloxacin 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
8 mg/L 

 

 
3 mg/L 

 

 
0,094 mg/L  

0,047 mg/L 

Snitt: > 32 mg/L Snitt: 5,5 mg/L *  Snitt: 0,071 mg/L 

Penicilliner  Trimetoprim 

Amoxicillin - clavulansyre Ampicillin  Trimetoprim 

 
16 mg/L 

 

 
12 mg/L 

 
64 mg/L 64 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
> 32 mg/L 

Snitt: 14 mg/L Snitt: 64 mg/L  Snitt: > 32 mg/L 

* MIC-verdi er usikker på grunn av stor ulikhet i parallellene.  
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Tabell D.4 Bilder av skåler og MIC-verdi ved antibiotika-følsomhetstest for prøve S2.5 

Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 

Prøve S2.5 (Achromobacter arsenitoxydans) 

Aminoglykosider 

Amikacin Gentamicin Streptomycin 

 
6 mg/L 

 

 
4 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 
32 mg/L 

 
64 mg/L 

Snitt: 5 mg/L Snitt: 1,5 mg/L Snitt: 48 mg/L 
Karbapenem  Makrolider 

Imipenem Meropenem  Erytromycin 

 
0,75 mg/L 

 

 
0,75 mg/L 

 
0,064 mg/L 

 
0,064 mg/L 

 

 
8 mg/L 

 
6 mg/L 

Snitt: 0,75 mg/L Snitt: 0,064 mg/L  Snitt: 7 mg/L 
Cefalosporiner  Fluorokinoloner 

Cefotaxim Cefepim  Ciprofloxacin 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 
4 mg/L 

 
4 mg/L 

 

 
1,0 mg/L 

 
0,75 mg/L 

Snitt: > 32 mg/L Snitt: 4 mg/L  Snitt: 0,88 mg/L 
Penicilliner  Trimetoprim 

Amoxicillin - clavulansyre Ampicillin  Trimetoprim 

 
2 mg/L 

 

 
2 mg/L 

 
3 mg/L 

 

 
3 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

 

 
> 32 mg/L 

Snitt: 2 mg/L Snitt: 3 mg/L  Snitt: > 32 mg/L 
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Tabell D.5 Bilder av skåler og MIC-verdi ved antibiotika-følsomhetstest for prøve S3.1 
Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 Runde 1 Runde 2 

Prøve S3.1 (Aeromonas salmonicida) 

Aminoglykosider 

Amikacin Gentamicin  Streptomycin 

 
2 mg/L 

 

 
2 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 
12 mg/L 

 
12 mg/L 

Snitt: 2 mg/L Snitt: 1,5 mg/L Snitt: 12 mg/L 
Karbapenem  Makrolider 

Imipenem Meropenem  Erytromycin 

 
4 mg/L 

 

 
6 mg/L 
 

 
0,25 mg/L 

 
1,5 mg/L 

 

 
8 mg/L 

 
6 mg/L 

Snitt: 5 mg/L Snitt: 0,88 mg/L  Snitt: 7 mg/L 
Cefalosporiner  Fluorokinoloner 

Cefotaxim Cefepim  Ciprofloxacin 

 
0,023 mg/L 

 

 
0,023 mg/L 

 
0,064 mg/L 

 

 
0,064 mg/L 

 

 
0,003 mg/L 

 
0,003 mg/L 

Snitt: 0,023 mg/L Snitt: 0,064 mg/L  Snitt: 0,003 mg/L 
Penicilliner  Trimetoprim 

Amoxicillin - clavulansyre Ampicillin  Trimetoprim 

 
> 256 mg/L 

 

 
> 256 mg/L 

 
> 256 mg/L 

 

 
> 256 mg/L 

 

 
1,5 mg/L 

 
1 mg/L 

Snitt: > 256 mg/L Snitt: > 256 mg/L  Snitt: 1,25 mg/L 
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Vedlegg E  
 

Tabell E.1 Fullstendig liste over resistensgen funnet ved Illumina Miseq sekvensering 

Resistens  Gen Prøve 
S1.2 S2.5 S3.1 

Aminoglykosid 
Aac(6´)   X 
APH(3´)-IIc X   
APH(6)-Ic X   

β-laktam 

ampC  X X 
blaOXA    X 
blaL1 X   
blaL2 X   
cphA   X 
blaFOX-4   X 

Fosfomycin 
abaF  X X 
mdtG X X X 

Makrolid 
macA  X  
macB  X  
srmB X   

Multiresistens 
efflux-
pumpesystem 
 

acrA X X X 
acrB X X X 
tolC X X X 
acrE   X 
arpC X  X 
ceoB  X  
emrA X X X 
emrB  X X 
emrY X X  
mdtA X X X 
mdtB X X  
mdtC X X X 
mdtE   X 
mexA X X  
mexB X X  
oprM X X  
mexD  X  
oprJ  X  
mexK X   
muxB X X  
muxC X   
norM X X X 
oqxB23  X  
oqxB9 X   
smeD X   
smeE X   
smeF X   

Bidrar til 
polymyxin-
resistens 

arnA   X 

Bicyclomycin 
Sulfonamid bcr X X X 



    XII 

Puromycin 
Tosufloxacin 
Norfloxacin 

bmr3  X X 

Daunorubicin 
Doxorubicin drrA  X X 

Phenazine ehpR  X X 
CCCP emrD   X 
Methyl viologen 
Etidium-bromid 
Acriflavin 

emrE X X  

Fosmidomycin fsr X X  
Etmabutol  
Isoniazid jefA  X  

Fosfomycin 
Deoxycholate mdtG X X X 

Norfloxacin 
Enoxacin mdtH  X X 

Kloramfenikol mdtL X X X 
Kloramfenikol mdtN   X 
Tigecyklin mepA X  X 
Spectinomycin 
Tetracyklin stp  X  

Mulig 
cefoperazone 

ybhF X X  
ybhS X X X 
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Vedlegg F 

pBLAST av ampC hos Achromobacter arsenitoxydans 
 
Achromobacter arsenitoxydans, pBLAST: 

ampC proteinet er 99% identisk med (pBLAST): 

Class C beta-lactamase [Achromobacter sp. MFA1 R4] 

Sequence ID: WP_076520218.1  

 

Score Expect Method Identities Positives Gaps 

805 bits(2080) 0.0 Compositional matrix adjust. 394/396(99%) 394/396(99%) 0/396(0%) 
Query  1    MNIRRHFCAGVVCAGLLAAVSGPAFGRSELPYIDSVINEAARAVIRQHDIAGMVIAVTHQ  60 
            MNIRRHFCAGVVCAGLLAAVSGPAFGRSELPYIDSVINEAARAVIRQHDIAGMVIAVTHQ 
Sbjct  1    MNIRRHFCAGVVCAGLLAAVSGPAFGRSELPYIDSVINEAARAVIRQHDIAGMVIAVTHQ  60 
 
Query  61   GRQRFFTYGVESLETRRAVNRDTLFELGSISKTFTATLAAYAQAKGLLALTDSPAKHLPE  120 
            GRQRFFTYGVESLETRRAVNRDTLFELGSISKTFTATLAAYAQAKGLLALTDSPAKHLPE 
Sbjct  61   GRQRFFTYGVESLETRRAVNRDTLFELGSISKTFTATLAAYAQAKGLLALTDSPAKHLPE  120 
 
Query  121  LAGTDFAKLTLLNLATHTTGGFPLQVPDAVRDDAQLMQYLKAWKPEHAPGTTRTYANPSI  180 
            LAGTDFAKLTLLNLATHTTGGFPLQVPDAVRDDAQLMQYLKAWKPE APGTTRTYANPSI 
Sbjct  121  LAGTDFAKLTLLNLATHTTGGFPLQVPDAVRDDAQLMQYLKAWKPEDAPGTTRTYANPSI  180 
 
Query  181  GMLGVATAASMKQPFAQALEKDLFPKLGLSSTYVNVPAAKASRYAQGYNKQGAPVRVNPG  240 
            GMLGVATAASMKQPFAQALEKDLFPKLGLSSTYVNVPAAKASRYAQGYNKQGAPVRVNPG 
Sbjct  181  GMLGVATAASMKQPFAQALEKDLFPKLGLSSTYVNVPAAKASRYAQGYNKQGAPVRVNPG  240 
 
Query  241  VLAAEAYGVKSSARDMLRYVEASMDMDVLDKDVRRAIADTHVGYYQVGGMTQDMAWEQFP  300 
            VLAAEAYGVKSSARDMLRYVEASMDMDVLDKDVRRAIADTHVGYYQVGGMTQDMAWEQFP 
Sbjct  241  VLAAEAYGVKSSARDMLRYVEASMDMDVLDKDVRRAIADTHVGYYQVGGMTQDMAWEQFP  300 
 
Query  301  YPVALDTLLTANAGNLNSQSHPAKALLPPLAPQADTWINKTGSTNGFGAYVAFVPARKLG  360 
            YPVALDTLLTANAGNLNSQSHPAKALLPPLAPQADTWINKTGSTNGFGAYVAFVPARKLG 
Sbjct  301  YPVALDTLLTANAGNLNSQSHPAKALLPPLAPQADTWINKTGSTNGFGAYVAFVPARKLG  360 
 
Query  361  IVILANRNYPNEARVRLAAEILGALDKPPAQGRAAR  396 
            IVILANRNYPNEARVRLAAEILGALDKPPA GRAAR 
Sbjct  361  IVILANRNYPNEARVRLAAEILGALDKPPAPGRAAR  396 
 
 
Query = ampC proteinet fra stamme_9 (locus_tag="NMBU_Hild9_03201") 

Sbjct = WP_076520218.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    XIV 

pBLAST av bla FOX-4, blaOXA og cphA hos Aeromonas salmonicida 
 
BLAST - NCBI resistance ref. database (nBLAST): 

GENE COVERAGE COVERAGE_MAP GAPS %COVERAGE %IDENTITY 
blaFOX-4 23-1149/1149 =============== 0/0 98.09 87.49 
blaOXA-
427 

1-795/795 =============== 0/0 100.00 85.79 

cphA5 1-752/765 ========/====== 2/2 98.17 95.35 

 
blaOXA proteinet er 99% identisk med (pBLAST): 
Class D beta-lactamase [Aeromonas salmonicida] 
Sequence ID: WP_021139936.1 

 
Score Expect Method Identities Positives Gaps 

536 bits(1382) 0.0 Compositional matrix adjust. 263/264(99%) 264/264(100%) 0/264(0%) 
Query  1    MSRILLPGLLAAGLIFSLPASAASGCMLFADGTGKPISSQGDCSSQLPPASTFKIPLALM  60 
            MSRILLPGLLAAGLIFSLPASAASGCMLFADGTGKPISSQGDCSSQLPPASTFKIPLALM 
Sbjct  1    MSRILLPGLLAAGLIFSLPASAASGCMLFADGTGKPISSQGDCSSQLPPASTFKIPLALM  60 
 
Query  61   GYDSGFLVDENLPALPFKPGDDDWLPAWRETTTPSRWLTYSVVWYSQRLTEWLGMERFQQ  120 
            GYDSGFLVDENLPALPFKPGDDDWLPAWRETTTPSRWLTYSVVWYSQRLTEWLGMERFQQ 
Sbjct  61   GYDSGFLVDENLPALPFKPGDDDWLPAWRETTTPSRWLTYSVVWYSQRLTEWLGMERFQQ  120 
 
Query  121  YVDRFDYGNRDLAGNPGKHDGLTQAWLSSSLAISPQEQARFLGKMVSGKLPVSAQTLQHT  180 
            YVDRFDYGNRDLAGNPGKHDGLTQAWLSSSLAISPQEQARFLGKMVSGKLPVSAQTLQHT 
Sbjct  121  YVDRFDYGNRDLAGNPGKHDGLTQAWLSSSLAISPQEQARFLGKMVSGKLPVSAQTLQHT  180 
 
Query  181  ANILRQPDIDGWQIHGKTGMGHPKLLDGTLNRDQQIGWFVGWASKPGKQLIFVHTVVQKP  240 
            ANILRQPDIDGWQIHGKTGMG+PKLLDGTLNRDQQIGWFVGWASKPGKQLIFVHTVVQKP 
Sbjct  181  ANILRQPDIDGWQIHGKTGMGYPKLLDGTLNRDQQIGWFVGWASKPGKQLIFVHTVVQKP  240 
 
Query  241  GKQFASLKAKEEVFAALPDQLKKL  264 
            GKQFASLKAKEEVFAALPDQLKKL 
Sbjct  241  GKQFASLKAKEEVFAALPDQLKKL  264 
 
 
Query = proteinet fra stamme_10 
Sbjct = WP_021139936.1 
 
 
 
 
blaFOX proteinet er 98% identisk med (pBLAST): 

FOX/MOX family class C beta-lactamase [Aeromonas salmonicida] 

Sequence ID: WP_113720114.1  
 

Score Expect Method Identities Positives Gaps 
762 bits(1968) 0.0 Compositional matrix adjust. 373/382(98%) 377/382(98%) 0/382(0%) 
Query  1    MEKATTRSLLVLSTLLLSPLSHAKEAEPLTALVDGTIQPLLKEHRVPGMAVAVLKEGKAH  60 
            MEKATTRSLLVLSTLLLSPLSHAKEAEPLTA+VDG IQPLLKEHRVPGMAVAVLKEGKA+ 
Sbjct  1    MEKATTRSLLVLSTLLLSPLSHAKEAEPLTAVVDGAIQPLLKEHRVPGMAVAVLKEGKAY  60 
 
Query  61   YFNYGVADRESGARVSEQTLFEIGSVSKTLTATLGAYAAVKGGFQLEDKASQHAPWLKGS  120 
            YFNYGVADRESGARVSEQTLFEIGSVSKTLTATLGAYAAVKGGFQLEDKASQHAPWLKGS 
Sbjct  61   YFNYGVADRESGARVSEQTLFEIGSVSKTLTATLGAYAAVKGGFQLEDKASQHAPWLKGS  120 
 
Query  121  AFDGITMAELATYSAGGLPLQFPDEVDSTDKMHAYYRQWTPAYPAGTHRQYSNPSIGLFG  180 
            AFDGITMAELATYSAGGLPLQFPDEVDSTDKMHAYYRQWTPAYPAGTHRQYSNPSIGLFG 
Sbjct  121  AFDGITMAELATYSAGGLPLQFPDEVDSTDKMHAYYRQWTPAYPAGTHRQYSNPSIGLFG  180 
 
Query  181  HLAANSLGQPFEQLMSQTLLPKLGLHHTYIQVPESAMANYAYGYSKEDKPVRVNPGVLAD  240 
            HLAANSLGQPFEQLMSQTLLPKLGLHHTYIQVPESAMANYAYGYSKEDKPVRV+PGVLA  
Sbjct  181  HLAANSLGQPFEQLMSQTLLPKLGLHHTYIQVPESAMANYAYGYSKEDKPVRVSPGVLAA  240 
 



    XV 

Query  241  EAYGIKTGSADLLKFVEANMGYQGDAAVKSAIALTHTGFHSVGGMTQGLGWESYAYPVTE  300 
            EAYGIKTGSADLLKFVEANMGYQGDAAV SAIALTHTGFHSVGGMTQGLGWESYAYPVTE 
Sbjct  241  EAYGIKTGSADLLKFVEANMGYQGDAAVTSAIALTHTGFHSVGGMTQGLGWESYAYPVTE  300 
 
Query  301  QVLLAGNSPAVSFQANPVTRFAVPKAMGEQRLYNKTGSTGGFGAYVAFVPAKGIGIVMLA  360 
            Q LLAGNSPAVSFQANPVTRFAVPKAMGEQRLYNKTGSTGGFGAYVAFVPAKGIGIVMLA 
Sbjct  301  QTLLAGNSPAVSFQANPVTRFAVPKAMGEQRLYNKTGSTGGFGAYVAFVPAKGIGIVMLA  360 
 
Query  361  NRNYPIEARVKAAHAILSQLAE  382 
            NRNYP EAR+KAAHAILSQLAE 
Sbjct  361  NRNYPNEARIKAAHAILSQLAE  382 
 
 
Query = proteinet fra stamme_10 
Sbjct = WP_113720114.1 
 

 

cphA proteinet er 99% identisk med (pBLAST): 
CphA family subclass B2 metallo-beta-lactamase 

[Aeromonas salmonicida] 

Sequence ID: WP_087757157.1 
 

Score Expect Method Identities Positives Gaps 
520 
bits(1339) 

0.0 Compositional matrix 
adjust. 

250/253(99%) 253/253(100%) 0/253(0%) 

 
Score Expect Method Identities Positives Gaps 

520 bits(1339) 0.0 Compositional matrix adjust. 250/253(99%) 253/253(100%) 0/253(0%) 
Query  1    MKGWIKCGLAGAVVLMASFWGGSVHAAAISLTQVSGPVYVVEDNYYVKENSMVYFGAKGV  60 
            MKGW+KCGLAGA+VLMASFWGGSVHAAAISLTQVSGPVYVVEDNYYVKENSMVYFGAKGV 
Sbjct  2    MKGWMKCGLAGALVLMASFWGGSVHAAAISLTQVSGPVYVVEDNYYVKENSMVYFGAKGV  61 
 
Query  61   TVVGATWTPDTARELHKLIKRVSNKPVLEVINTNYHTDRAGGNAYWKSIGAKVVSTRQTR  120 
            TVVGATWTPDTARELHKLIKRVSNKPVLEVINTNYHTDRAGGNAYWKSIGAKVVSTRQTR 
Sbjct  62   TVVGATWTPDTARELHKLIKRVSNKPVLEVINTNYHTDRAGGNAYWKSIGAKVVSTRQTR  121 
 
Query  121  DLMKSDWAEIVAFTRKGLPEYPDLPLVLPNVVHDGDFSLQEGKLRAFYAGPAHTPDGIFV  180 
            DLMKSDWAEIVAFTRKGLPEYPDLPLVLPNVVHDGDFSLQEGK+RAFYAGPAHTPDGIFV 
Sbjct  122  DLMKSDWAEIVAFTRKGLPEYPDLPLVLPNVVHDGDFSLQEGKVRAFYAGPAHTPDGIFV  181 
 
Query  181  YFPDQQVLYGNCILKEKLGNLSFADVKAYPQTLERLKAMKLPIKIVVGGHDSPLHGPELI  240 
            YFPDQQVLYGNCILKEKLGNLSFADVKAYPQTLERLKAMKLPIKIVVGGHDSPLHGPELI 
Sbjct  182  YFPDQQVLYGNCILKEKLGNLSFADVKAYPQTLERLKAMKLPIKIVVGGHDSPLHGPELI  241 
 
Query  241  DHYQSLIKAAPQA  253 
            DHYQSLIKAAPQA 
Sbjct  242  DHYQSLIKAAPQA  254 
 
 
Query = proteinet fra stamme_10 
Sbjct = WP_08775715



    XVI 

 



 

 

 


