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ABSTRACT

Background: Antibiotic resistance is a growing problem and a threat to global health. The
spread of multidrug-resistant bacteria is a concern, especially human pathogenic bacteria that
have extended spectrum B-lactamases (ESBL). They develop resistance to B-lactam, the most
important group of antibiotics. There are bacteria everywhere in the environment, as well as
among animals and humans. As a consequence, food can easily be contaminated. It is important

to get an overview of the diversity of bacteria in food and whether they are multidrug resistant.

Purpose: The purpose of this master thesis was to detect hemolysins and extended spectrum B-

lactamases (ESBL and carbapenemases) among bacteria isolated from RTE-salad in Norway.

Method: Various samples of RTE-salad were collected. The samples were diluted and grown
on blood agar, as well as the selective agar Brilliance™ ESBL- and Brilliance™ CRE. Bacterial
colonies were isolated and extracted for 16S- and multiplex-PCR, where they were screened
for ESBL genes. Gel electrophoresis was used to detect resistance genes, and the samples were
sequenced by Sanger sequencing. Four samples were submitted for whole-genome sequencing
with [llumina MiSeq. A total of six samples were sensitivity tested with MIC for different types

of antibiotics.

Results: Blood agar growth was observed from all samples, with most colonies having beta-
hemolysis. Several of the samples showed phenotypic resistance to antibiotics with the growth
of colonies on selective agar. The colonies showed no results by gel electrophoresis after
multiplex PCR. Whole-genome sequencing showed which bacteria were in the samples and
findings of resistance and virulence genes. Sensitivity testing revealed that the bacteria were

resistant to several types of antibiotics and that some bacterial strains were multidrug resistant.

Conclusion: Different strains of bacteria from RTE-salad were identified. Several of the
bacteria grew with beta-hemolysis on blood agar, which could indicate that they were
pathogenic. Colonies grew on selective agar containing antibiotics, indicating that the bacteria
were resistant. Whole genome sequencing showed that several of the bacterial strains had genes
that encodes resistance to antibiotics, disinfection and metals. The bacteria also had various

virulence factors that can cause human disease.



SAMMENDRAG

Bakgrunn: Antibiotikaresistens er et gkende problem og en trussel for den globale folkehelsen.
Spredningen av multiresistente bakterier er en bekymring, spesielt humanpatogene bakterier
som har B-laktamaser med utvidet spektrum (ESBL). De er resistente mot B-laktam, den
viktigste gruppen antibiotika som benyttes i dag. Det finnes bakterier over alt i miljoet, samt
blant dyr og mennesker, og mat kan lett kontamineres. Det blir viktig & f& en oversikt over

mangfoldet av bakterier i mat, om disse kan forarsake sykdom og om de er multiresistente.

Hensikt: Hensikten med denne masteroppgaven var a pavise hemolysiner og 3-laktamaser med

utvidet spektrum (ESBL og karbapenemaser) blant bakterier isolert fra spiseklar salat i Norge.

Metode: Det ble samlet inn ulike varianter av spiseklar salat, med og uten tilbeher. Provene
ble fortynnet og dyrket pd blodagar, samt de selektive mediene Brilliance™ ESBL- og
Brilliance™ CRE agar. Bakteriekolonier ble isolert og ekstrahert for 16S- og multiplex PCR,
der de ble screenet for ESBL-gener. Gelelektroforese ble benyttet for & se eventuelle funn av
gener, og provene ble sekvensert ved bruk av Sanger-sekvensering. Fire prover ble sendt til
helgenomsekvensering med Illumina MiSeq. Totalt seks prover ble sensitivitetstestet med MIC

for ulike typer antibiotika.

Resultater: Det ble observert vekst pd blodagar fra alle prevene, der de fleste koloniene vokste
med beta-hemolyse. Flere av provene viste fenotypisk resistens mot antibiotika med vekst av
kolonier pé selektiv agar. Koloniene viste ingen utslag ved gelelektroforese etter multiplex PCR.
Helgenomsekvensering viste hvilke bakterier som var i prevene og viste funn av resistens- og
virulensgener. Sensitivitetstesting viste at bakteriene var resistente mot flere typer antibiotika,

og at enkelte bakteriestammer var multiresistente.

Konklusjon: Det ble gjort funn av flere ulike bakterier fra spiseklar salat og tilbehor. Flere av
bakteriene vokste med beta-hemolyse pa blodagar og kunne veare patogene. Kolonier vokste pa
selektiv. agar med antibiotika, noe som indikerte at bakterien var resistent.
Helgenomsekvensering viste at flere av bakteriestammene hadde gener som kodet for resistens
mot bdde antibiotika, desinfeksjonsmidler og ulike metaller. Bakteriene hadde ogsd ulike

virulensfaktorer som er sett i sammenheng med sykdom hos mennesker.
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1.0 INTRODUKSJON

Antibiotika blir ansett som en av de viktigste oppdagelsene som er gjort i nyere tid, da middelet
har forhindret sykdom og dedsfall verden over (WHO, 2019). Overforbruk blant mennesker og
dyr har imidlertid fort til at bakterier har utviklet resistens mot antibiotika. Dette betyr at
bakteriene kan leve videre og formere seg, selv etter at de har blitt utsatt for antibiotika som har
til hensikt & hemme eller drepe dem. Dersom antibiotikaresistens (AR) blir utbredt, kan ikke
lenger enkle infeksjoner kureres. Store operasjoner og cellegift kan ogsa bli vanskelig a
gjennomfore uten antibiotika som fungerer optimalt. AR blant humanpatogene bakterier er en

stor bekymring, og WHO anser dette som en av de sterste truslene for den globale helsen.

Blant gram-positive (G") bakterier er meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) en
av de starste bekymringene, og den ferste stammen av MRSA ble rapporterti 1961 (Medina &
Pieper, 2016). MRSA er et godt eksempel pd bakterier med multiresistens (MDR), og
infeksjoner med slike bakterier kan vare nesten umulig 4 behandle. De siste arene har flere
bakterier utviklet MDR, og blant disse er vancomycinresistente Enterokokker (VRE)
(Steinbakk et al., 2014) og karbapenemresistente Enterobacteriaceae (CRE) (Medina & Pieper,
2016). Gram-negative (G) bakterier med enzymer kalt B-laktamaser med utvidet spektrum
(ESBL) er ogsé et okende problem. Det er spesielt bakterier fra Enterobacteriaceae familien
og Pseudomonas spp. som har vist a ha slike enzymer. ESBL bryter ned B-laktam antibiotika,

som er vanlig & bruke ved en rekke bakterieinfeksjoner (Shaikh et al., 2015).

Ville dyr og miljeet har vist seg & vere et reservoar for antibiotikaresistente bakterier (ARB)
(Wright, 2010). Slike bakterier kan spres fra miljoet til mennesker gjennom innsjeer, elver og
drikkevann (Iredell et al., 2016). De kan ogsé kontaminere maten vi spiser via avlinger, eller
ved at de overlever i kjettprodukter fra dyr som har gjennomgatt behandling med antibiotika
(CDC, 2013). Det er en bekymring at slike bakterier spres fra miljoet til salat, og videre til

menneskers tarmflora, der de kan formere seg og overfore resistensgener til andre bakterier.

«Ready to eat» (RTE) salat som er ferdig vasket og spiseklar, har blitt populart pa markedet
(Walia et al., 2013). Slike salater kan besté av en eller flere typer bladsalat, eller de kan ha flere
ingredienser som kylling, skinke, ost eller pasta. Det er imidlertid gjort funn av flere bakterier
i slike produkter, og flere sykdomsutbrudd har oppstétt som foelge av patogene bakterier i denne

typen salat og tilbehoret. Flere bakterier som er funnet i RTE-salat har vist seg a4 veare
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humanpatogene, spesielt for personer med underliggende sykdom eller nedsatt immunforsvar
(Koczura et al., 2016). Det vil derfor vere viktig & fa en oversikt over utbredelsen av AR blant

disse bakteriene, samt mekanismer for spredning.

Hensikten med denne studien er 4 se etter bakterier som er tilstede RTE-salat som selges i Norge
i dag. Studien skal underseke bakterienes virulensegenskaper, inkludert forekomsten av
hemolysiner. I tillegg skal bakterienes resistensegenskaper undersekes ved pavisning av B3-

laktamaser med utvidet spektrum (ESBL og karbapenemaser).

2.0 BAKGRUNNSTEORI

2.1 ANTIBIOTIKA

2.1.1 ANTIBIOTIKAS HISTORIE

Antibiotika defineres som «en antimikrobiell forbindelse produsert av en mikroorganisme som
hemmer andre mikroorganismer i svart lav konsentrasjon» (Tronsmo, 2016, s.20). Antibiotika
betyr «mot liv», og kan deles inn i bakteriostatisk som betyr bakterichemmende, og
bakteriocidal som betyr bakteriedrepende (Yoneyama & Katsumata, 2006). Slike forbindelser
kan produseres naturlig av sopp og andre mikroorganismer, eller de kan syntetiseres til medisin
(Smith et al., 2015). Antibiotika brukes i hovedsak til & behandle bakterielle infeksjoner, men
andre antimikrobielle midler kan benyttes mot mikroorganismer som virus, sopp og parasitter.
De mest brukte antibiotikatypene i medisin er bakteriedrepende (Watson, 2014, s.552). Slike
midler skal imidlertid ikke ha noen toksisk effekt pd mennesker, da de har liten eller ingen

effekt pd eukaryote celler.

Antibiotika ble oppdaget i 1928 av Alexander Flemming ved en feil under arbeidet med
patogene mikroorganismer (Tronsmo, 2016, s.20). Pravene ble infisert med soppen Penicillium
notatum og rundt denne soppen vokste ikke bakteriene. Forbindelsen som soppen produserte
kalte han for penicillin, noe som viste seg & inhibere veksten av flere patogene bakterier. Senere
gjennomforte Howard Florey og Ernst Chain kliniske tester etter isolering av en Penicillium-
stamme som produserte store mengder penicillin. Middelet ble tatt i bruk under andre

verdenskrig og har siden den gang vert med pa & kurere sykdom og redde liv.



Like etter andre verdenskrig ble bakteriers resistens mot Penicillin et problem, og derfor startet
utviklingen av nye antibiotikatyper (Ventola, 2015). Fra 1960 til 1980 ble mange nye typer
antibiotika introdusert, men etter dette avtok utviklingen. Arsaken anses 4 vare mangel pa
okonomiske insentiver og utfordrende forskriftskrav, samt at prosessen med & utvikle nye typer
antibiotika er svert tidkrevende. Arene mellom 1945 og 1965 kalles «gullalderen» for
oppdagelse av antibiotika, og de fleste typene som benyttes i dag ble oppdaget for 1970

(Livermore et al., 2011).

2.1.2 ANTIBIOTIKATYPER

Det finnes mange typer antibiotika som klassifiseres og deles inn i underklasser (Davies &
Davies, 2010). De ulike klassene har ulike mal for hvordan de skal hemme eller drepe bakterier.
Antibiotikatypene som er relevante for denne studien er oppgitt i tabell 2.1.2. Eksempler pa

antibiotika i de ulike klassene og angrepsmal er ogsé vist.

Tabell 2.1.2. Oversikt over antibiotikaklasser og eksempler pa antibiotikatyper fra de ulike klassene. Angrepsmal
i bakteriene er ogsd oppgitt (Davies & Davies, 2010).

Antibiotikaklasse Eksempel Mail
Penicilliner Ampicillin Inhiberer celleveggsyntese
Amoxicillin
g Cefalosporiner Cefotaxim
ff Cefepim
<
Karbapenemer Imipenem
Meropenem
Aminoglykosider Amikacin Inhiberer translasjon
Gentamicin
Streptomycin
Makrolider Erytromycin Inhiberer translasjon
Fluorokinoloner Ciprofloxacin Inhiberer replikasjon av DNA
Pyrimidiner Trimetoprim Blokkerer metabolismeveier
Kolistin Polymyxin Adelegger cellemembranens funksjon

Cefalosporiner kan videre deles inn etter generasjoner. Forste generasjon cefalosporiner er
aktive mot G* kokker, men har ogsa en liten aktivitet mot G~ bakterier som Escherichia coli og

Klebsiella pneumoniae (Percival et al., 2014). Slike cefalosporiner brukes vanligvis mot enklere



og ukompliserte infeksjoner som kan vere fordrsaket av for eksempel stafylokokker eller
streptokokker. Andre generasjon cefalosporiner er mindre aktiv mot G* kokker og har sterre
aktivitet mot G baciller enn ferste generasjon. Cefotaxim inkluderes i tredjegenerasjons
cefalosporiner. Denne generasjonen har utvidet aktivitet mot G- bakterier og kan benyttes til
behandling mot infeksjoner av bakterier som er resistente mot forste- og andre generasjon B-
laktam antibiotika. Fjerde generasjon cefalosporiner inkluderer blant annet cefepim som er et
bredspektret antibiotikum. Det er aktivt mot G* bakterier som Staphylococcus aureus og G
bakterier som Pseudomonas aeruginosa. Denne generasjonen benyttes ved omfattende
infeksjoner hos pasienter som sannsynligvis har sykdom som folge av MDR bakterier
(Okamoto et al., 1994). Femte generasjon cefalosporiner er i likhet med fjerde generasjon,
bredspektret antibiotika som kan benyttes mot infeksjoner av bade G* og G bakterier (Zhanel
et al., 2009). Slike antibiotikum kan blant annet benyttes mot infeksjoner i huden, og det er sett

at den kan ha en effekt mot behandling av hudinfeksjoner med MRSA.

2.1.3 VIRKEMATER

2.1.3.1 INHIBERER CELLEVEGGSYNTESE

Bakterieceller har et hayt osmotisk trykk grunnet innhold av hgye konsentrasjoner av opploste
forbindelser (Tronsmo, 2016, s.52). Celleveggen er derfor viktig for at cellene ikke skal sprekke,
og den er komplekst bygd med et makromolekylart nettverk. Nettverket kalles peptidoglukan
og bestar av disakkarider som er bundet sammen med polypeptider. G* bakterier har et tykkere
peptidoglukanlag enn G- bakterier (Yoneyama & Katsumata, 2006). Peptidkjeder blir
tverrbundet av glycinrester nar det er penicillin bindende proteiner (PBP) til stede, noe som
styrker celleveggen til bakteriene (Kapoor et al., 2017). B-laktam antibiotika hemmer syntese
av celleveggen ved at det etterlikner delen av peptidkjeden der PBP vanligvis binder. Dette
medforer at PBP 1 stedet binder seg til B-laktam ringen, noe som forstyrrer syntesen av nytt
peptidoglukan. Dette forer til at bakteriecellen lyserer fordi det osmotiske trykket inne i cellen
blir for heyt (Tronsmo, 2016, s.253).

2.1.3.2 INHIBERER PROTEINSYNTESE

Proteinsyntese er dannelsen av nye proteiner, og skjer ved at ulike aminosyrer settes sammen i
en kjede ved flere trinn (Watson, 2014, 5.249). Ferste trinn er transkripsjon, der et gen fra DNA
kopieres til RNA. Siste trinn er translasjon, der RNA overfores til protein. mRNA fungerer som
templat for translasjonen og bestar av tre og tre baser som til sammen danner et kodon som

koder for en aminosyre. mRNA fester seg til ribosomer, og hit kommer ogsd tRNA. tRNA har



antikodon som danner basepar med kodon fra mRNA (Watson, 2014, s.514). Ribosomene
spiller en viktig rolle i1 baseparingen, og katalyserer peptidbdnd 1 den voksende
polypeptidkjeden (Watson, 2014, s.510). Bakterier har 70S ribosomer, som bestar av
underenhetene 30S og 50S (Kapoor et al., 2017). Nar antibiotika inhiberer proteinsyntesen til

bakterier, skjer det ved at middelet hemmer translasjonen pé ribosomene.

Flere typer antibiotika angriper 50S underenheten (Kapoor et al., 2017). Blant annet
kloramfenikol som hindrer at tRNA far bundet seg til A-site pd ribosomet. Makrolider og
linkosamider har lignende mekanismer og pavirker translokasjon som skjer tidlig i
proteinsyntesen. Dette medferer at uferdige peptidkjeder blir losrevet. Erytromycin binder seg
til 50S-underenheten og hindrer ogsé translokasjon (Tronsmo, 2016, s.253), og det samme gjor

oxazolidinoner (Kapoor et al., 2017).

Aminoglysider, tetrasykliner og streptomycin angriper 30S-underenheten (Kapoor et al., 2017;
Tronsmo, 2016). Aminoglysider binder seg til ytre cellemembran og lager store porer, noe som
medforer at antibiotika kan slippes inn i cellen (Kapoor et al., 2017). Videre binder de nar A-
site som medforer feillesing og tidlig terminering av translasjonen av mRNA. Tetrasykliner
hindrer innsetting av aminosyrer til den voksende polypeptidkjeden ved at det hindrer binding
av tRNA til A-site pd 30S-underenheten (Tronsmo, 2016, s.253). Streptomycin forer til

feillesing av mRNA ved at den forandrer formen pa 30S-underenheten.

2.1.3.3 INHIBERER REPLIKASJON OG TRANSKRIPSJON AV DNA

Kinoloner og rifampin er antibiotika som kan inhibere replikasjon og transkripsjon av
bakterieceller (Tronsmo, 2016, s.253). Sike midler er imidlertid lite brukt ettersom det er liten
forskjell mellom DNA-replikasjon og transkripsjon i eukaryote og prokaryote celler.
Fluorokinoloner er imidlertid en type kinoloner som skiller seg ut (Kapoor et al., 2017).
Middelet inhiberer DNA gyrase som er et enzym som splitter dobbeltrddet DNA til enkelttradet
DNA, og serger for at det ikke kveiler seg under replikasjon og transkripsjon. Til slutt serger
enzymet for a forsegle de splittende endene. I G* bakterier angriper fluorokinoloner enzymet
topoisomerase IV som deler datter-DNA trader etter DNA replikasjon. Eukaryote celler i
pattedyr har enzymet topoisomerase II som har lav affinitet for fluorokinoloner. Derfor har

fluorokinoloner lav toksisitet for eukaryote celler og kan brukes pa mennesker.



2.1.3.4 ODELEGGER CELLEMEMBRANENS FUNKSJON

Peptidantibiotika forandrer permeabiliteten til membraner (Tronsmo, 2016, s.253). Noen typer
virker spesifikt mot prokaryote celler og benyttes derfor som medisin. Eksempler pé
peptidantibiotika er polymyxin B eller polymyxin E, ogsa kalt kolistin (Zavascki et al., 2007).
Begge typene interagerer med liposakkarid (LPS)-laget til G bakterier og tas opp i cellen. Dette
medforer forstyrrelser av kalsium og magnesium som stabiliserer LPS. Polymyxiner forer til
permeabilitetsendringer i den ytre membranen slik at molekyler kan vandre over membranen,

noe som medforer celledod.

2.1.3.5 BLOKKERER METABOLISMEVEIER

Vekstfaktor-analoger er forbindelser som organismen ikke kan syntetisere selv, men som den
er avhengig av (Tronsmo, 2016, s.253). Forbindelsen fungerer ikke i cellen, men likner
vekstfaktoren. Eksempler pa vekstfaktor-analoger er sulfanilamid og trimetoprim, som begge
inhiberer viktige trinn i folsyremetabolisme (Kapoor et al., 2017). Sulfanilamid virker kun pa
bakterier som syntetiserer folinsyre (vitamin B9) selv (Tronsmo, 2016, 5.253). Arsaken til dette
er at det erstatter paraaminobenzosyre i folinsyre som er nadvendig i1 biosyntesen av purin- og
pyrimidin. Trimetoprim inhiberer dihydrofolatreduktase og folsyresyntesen pé et senere trinn i
prosessen (Kapoor et al., 2017). Hver for seg virker sulfanilamid og trimetoprim

bakterichemmende, men sammen er de bakteriedrepende (Yoneyama & Katsumata, 2006).

2.1.4 BRUK

2.1.4.1 MENNESKER

Antibiotika har bidratt til store fremskritt innen medisin og kirurgi (Ventola, 2015). Middelet
har reddet mange liv og okt forventet levealder betraktelig. I utviklingsland reduserer
antibiotika sykelighet og dedelighet, selv om sanitere forhold fortsatt er darlig. Personer med
nedsatt immunforsvar, kroniske sykdommer og kreftpasienter som gjennomgar cellegift, har
fatt antibiotika for 4 forhindre og behandle infeksjoner. Bruken av antibiotika er hey, men det
antas at halvparten av reseptene som utskrives er unedvendige (Smith et al., 2015). Blant annet
utskrives antibiotika for ulike virusinfeksjoner, selv om dette ikke har noen virkning.
Antibiotika er utviklet for & drepe bakterier og er tilpasset bakteriers struktur og funksjoner.
Virus har andre mekanismer for overlevelse og replikasjon enn bakterier (Tronsmo, 2016,
$.232). Behandling med antibiotika mot en virusinfeksjon, som for eksempel forkjelelse, vil

derfor ikke ha noen effekt (Tronsmo, 2016, s.256).



Det er vist at mange pasienter ikke fullferer antibiotikabehandlinger de har startet pa (Tronsmo,
2016, s.256). Flere sparer ogsd pa restene etter antibiotikakuren og bruker den igjen pa et senere
tidspunkt. Selv om en pasient foler seg frisk, kan det fortsatt veere bakterier igjen i kroppen
(Zaman et al., 2017). Dersom pasienten velger a ikke fullfere kuren, blir disse bakteriene igjen
uberert og kan utvikle styrke, og videre resistens mot den aktuelle typen antibiotika. Pasienter
som sparer pd antibiotika og bruker den senere, kan risikere at medisinen er gammel, og kanskje
svekket (Chokshi et al., 2019). Det er heller ikke sikkert at personen har bruk for antibiotika og
kan derfor bli utsatt for bieffekter uten grunn. I tillegg kan man ende opp med a bruke feil type
og dose, noe som kan medfere at det senere blir vanskelig & finne den egentlige arsaken til
sykdom. A bruke antibiotika som har gitt ut pa dato vil ikke ha noen effekt, og noen typer kan
i tillegg fa en toksisk effekt etter forbruksdato. Overforbruk av antibiotika kan medfere at
«gode» bakterier som er viktig for helsen blir drept. I tillegg kan bruk av rester av antibiotika

fra tidligere, hjelpe bakterier til & bli resistente.

A drepe flere bakterier enn det som er nodvendig kan ogsé skje ved bruk av bredspektret
antibiotika (Tronsmo, 2016, s.252). Slike typer benyttes dersom det er usikkert om
bakterieinfeksjonen er forarsaket av en G* eller en G~ bakterie. Dersom det er bevist at det for
cksempel er en G* bakterie som forarsaker sykdom, kan denne behandles ved bruk av en
smalspektret type som kun hemmer de G* bakteriene. Bredspektret antibiotika dreper i tillegg
store deler av normalfloraen i tarmen som er viktig for beskyttelse mot patogene- og andre

mikroorganismer.

2.1.4.2 DYR

Bruken av antibiotika pa dyr er svert utbredt og har blitt en viktig del av matproduksjonen
(Chowdhury et al., 2009). Rundt 80% av dyrene som benyttes til matproduksjon mottar
antibiotika i deler av, eller gjennom hele livet. Det er flere arsaker til dette, blant annet
dyrevelferd, hensyn til folkehelsen og ekonomi. I tillegg benyttes antibiotika pé flere dyr som

vekstfremmer.

Behandling og forebygging av bakterielle sykdommer blant husdyr er viktige drsaker til bruken
av antibiotika (Gustafson & Bowen, 1997). Forskjellen pé bruken av antibiotika pd mennesker
og dyr er forst og fremst at dyr har vanskeligheter med & uttrykke om de er syke, og det kan
vare vanskelig for en veterinagr & se kliniske tegn. I tillegg er det ofte mange dyr pa en liten

plass, noe som medforer at sykdom kan spres fort. I en grisebesetning er det vanlig & behandle



mange av grisene samtidig og sé tidlig i sykdomsforlepet s& mulig, for & unngd eventuelle
okonomiske tap. I USA er det vanlig 4 bruke antibiotika for & kontrollere respiratorisk sykdom
som kan forekomme ndr kyr blir utsatt for stress. Dette medferer gkonomiske fordeler for

produsenten, ettersom det reduserer dedsfall og dyrene gir bedre utbytte grunnet mindre skader.

Etter flere ars bruk av antibiotika som behandling og forebygging av sykdom, ble det observert
en veksteokning hos dyrene (Redondo et al., 2014). Veksten til dyrene oker som folge av at
antibiotika hemmer enkelte bakterier i fordeyelsen, slik at dyrene legger pa seg mer (Tronsmo,
2016, s.256). I USA er det vanlig & bruke antibiotika i foret til dyr. Fra 1950-tallet har
antibiotika blitt brukt for bedre utnyttelse av for, ekt vekst hos dyrene og dermed ogsa reduserte

kostnader for produsenter (Redondo et al., 2014).

Det er flere bekymringer knyttet til bruken av antibiotika pa dyr (Thacker, 2013). Kontinuerlig
bruk av antibiotika kan medfere at bakterier blir resistente og at de videre kan overfere sine
resistensgener til patogene bakterier hos bdde mennesker og dyr. I tillegg er forbrukerne
bekymret for at det er rester av medikamenter 1 kjottproduktene de skal spise. Flere land forbyr
nd bruk av antibiotika som vekstfremmer og det fokuseres pd & finne alternativer. Siden 2006
har det vert ulovlig 4 bruke antibiotika som vekstfremmer i EU (Redondo et al., 2014). I Norge
har en generelle bruken av antibiotika pd dyr gétt ned, og nedgangen fortsetter fra ar til ar
(NORM/NORM-VET, 2018). Dette gjelder for matproduserende landdyr som gris, storfe og

sau, oppdrettsfisk og andre husdyr som hunder og katter.

2.2 ANTIBIOTIKARESISTENS

2.2.1 SELEKSJONSPRESS OG UTVIKLING AV RESISTENS

Nér bakterier blir utsatt for antibiotika blir de presset til 4 tilpasse seg omgivelsene for &
overleve (Iredell et al., 2016). Dette kalles seleksjonspress, og medferer at bakteriene kan
utvikle resistens og dermed motstd effekten av antibiotika. Resistens er en
overlevelsesmekanisme som forekommer naturlig hos bakterier (Tenjum & Otterholt, 2020).
Dersom bakterien mangler angrepsmal for antibiotika, har den naturlig resistens, noe som er
arvet ved vertikal genoverforing. AR kan ogséd utvikles over tid, noe som kalles ervervet

resistens.



Bruk av antibiotika vil drepe alle bakterier som er mal for den typen som brukes, i tillegg til de
«gode» bakteriene som skal hindre infeksjoner i kroppen (CDC, 2013). De eneste bakteriene
som overlever er de resistente bakteriene, og disse kan dermed vokse videre. I noen tilfeller kan
de ogsé overfore sine resistensgener til andre bakterier, noe som medferer at flere bakterier blir

resistente mot antibiotika.

2.2.2 RESISTENSGENER

2.2.2.1 HORISONTAL GENOVERFORING

Bakterier kan bli resistente mot antibiotika gjennom mutasjoner eller ved horisontal
genoverforing (HGT) av resistensgener fra andre bakterier, noe som kalles ervervet resistens
(Martinez & Baquero, 2014). Mutasjoner er permanente forandringer i basesekvensen til DNA
og blir betegnet som en passiv mekanisme for resistens. Arsaken til dette er at mutasjonene
koder for endringer i transporterer, mal og proteiner som skal aktivere antibiotika. Slike

mutasjoner pavirker derfor ikke middelet direkte.

HGT er overforing av gener mellom ulike arter (Tronsmo, 2016, s.150). Genene som overfores
blir inkorporert i mottakerens kromosom og blir en del av denne bakteriens DNA. HGT kan
skje ved transformasjon, konjugasjon eller transduksjon. Figur 2.2.2.1 viser en oversikt over de

tre ulike formene for HGT.
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Figur 2.2.2.1. Horisontal genoverforing (HGT) mellom bakterier. Viser transformasjon, transduksjon og
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konjugasjon (Furuya & Lowy, 20006).



Bakterier kan ta opp fritt DNA fra lyserte celler fra fremmede bakterier ved transformasjon, og
inkorporere det i eget kromosom (Tronsmo, 2016, s.150-151). Inkorporeringen skjer ved
rekombinasjon mellom donor og mottaker, der DNA kan utveksles. Det dannes en sékalt hybrid,

som er en bakterie med gener fra en fremmed bakterie.

Transduksjon er overfering av DNA med bakteriofager (Tronsmo, 2016, s.153). Bakteriofager
er virus som inneholder DNA eller RNA og er omgitt av en proteinkappe. Slike virus kan
angripe bakterier, og infisere dem med sitt eget arvemateriale. Nar fag-DNA har kommet inn i
bakteriecellen kan det enten g over i lysogen eller lytisk syklus (Tronsmo, 2016, s.239). Ved
lysogen syklus integreres fag-DNA 1 bakteriens kromosom ved rekombinasjon. Videre skjer
det mange celledelinger slik at de lysogene bakteriene reproduseres. I noen tilfeller kan fag-
DNA frigjores fra bakteriegenomet og gd inn i lytisk syklus. I den lytiske syklusen blir
bakteriens eget DNA kuttet opp og benyttet til & danne nye viruspartikler. I disse samles nytt

fag-DNA og virusproteiner. Til slutt sprekker cellene og de nye viruspartiklene frigjores.

Ved konjugasjon ma det vare direkte kontakt mellom bakteriene for utveksling av DNA
(Tronsmo, 2016, s.152). Bakteriecellene mé inneholde ulike plasmider og vare av ulike
paringstyper. Donorbakterien ma ha et F-plasmid, som er et fertilitetsplasmid. Dette plasmidet
kan enten forbli som et eget plasmid i mottakercellen, eller det kan inkorporeres i mottakerens
hovedkromosom. Dersom plasmidet inkorporeres i hovedkromosomet kalles bakterien Hfr
(High frequency of recombination), og konjugasjon kan ogsé skje i denne tilstanden. Da kan
hele kromosomet, med F-plasmidet, overfores til en ny mottakercelle. Deler eller hele

kromosomet kan overfores, og kan videre integreres i mottakerens kromosom.

2.2.2.2 MOBILE GENELEMENTER

Mobile genelementer (MGE) er en viktig arsak til at bakterier kan spre sine resistensgener
(Partridge et al., 2018). Slike gener kan fanges opp av andre bakterier, akkumuleres i deres
DNA og fungere som en del av den fremmede bakteriens DNA. Begrepet MGE refererer til
elementer som fremmer intracelluleer DNA-mobilitet, der gener kan overfores fra kromosom til
plasmid, eller mellom plasmider. MGE inkluderer innsettingssekvenser som transposoner,
genkasetter/integroner, samt plasmider og integrerende konjugative elementer som begge kan

overfores mellom bakterieceller. Figur 2.2.2.2 viser en oversikt over de ulike genelementene.
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Figur 2.2.2.2. lllustrasjon av mobile genkasetter, integroner, transposoner med innsettingssekvenser og

konjugative plasmider (Norman et al., 2009).

Plasmider er sirkuleert DNA som prokaryote organismer, for eksempel bakterier, har i tillegg
til kromosomer (Watson, 2014, s.201). Plasmider er vanligvis ikke neadvendig for bakterienes
vekst, men kan vere barere av ulike gener, som for eksempel resistensgener mot antibiotika.
Konjugative plasmider kan overfore gener horisontalt ved konjugering og har gjort HGT mulig,
selv med store taksonomiske avstander (Norman et al., 2009). Resistensplasmider kan besti av
ett eller flere resistensgener med tilherende mobile elementer i form av transposoner eller

integroner (Partridge et al., 2018).

Innsettingssekvenser og transposoner er deler av DNA som kan forflytte seg i kromosomer og
integreres i plasmider (Partridge et al., 2018). Transposoner kalles ogsd hoppende gener og kan
forarsake mutasjoner nar de innsettes i aktive gener (Aarnes, 2017). P4 hver ende av
transposonet er det inverte repeterbare sekvenser, som vil si at de er identiske, men at de leses
fra motsatt side. For at transposonet skal bli aktivt ma det ha et gen som koder for enzymet
transposase som kutter og forflytter transposonet. Transposoner kan vare berere av
antibiotikaresistente gener som kan overferes mellom bakteriearter ved direkte kontakt nar

transposonene er konjugative (Tronsmo, 2016, s.154).
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Integroner er ikke MGE 1 seg selv, men kan plasseres 1 transposoner og deretter bli en del av et
plasmid (Davies & Davies, 2010). Ved spesifikk rekombinasjon kan resistensgener, i form av
genkasetter, bli en del av integronene (Norman et al., 2009). Det er vist at integroner er en viktig
kilde til de fleste overfarbare resistensgener mot antibiotika og at de er kritiske mellompunkter

1 henting og ekspresjon av slike gener (Davies & Davies, 2010).

2.2.3 RESISTENSMEKANISMER

Alle mekanismer av resistens er enten basert pa modifisering av malet eller & redusere
konsentrasjonen av fritt antibiotika som kan na malet (Martinez & Baquero, 2014). Det er flere
ulike mekanismer for hvordan en bakterie kan bli resistent mot de forskjellige typene antibiotika

(Shaikh et al., 2015), og figur 2.2.3 illustrerer ulike resistensmekanismer.
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Figur 2.2.3. lllustrasjon av ulike resistensmekanismer (Gullberg, 2014). Inkluderer effluxpumper, redusert opptak

av antibiotika, inaktivering ved enzymer og endret malsted.

Effluxpumper er en resistensmekanisme som effektivt pumper antibiotika ut av bakteriecellen
(Tenjum & Otterholt, 2020). P4 denne maten oppnés ikke tilstrekkelig konsentrasjon av
antibiotika inne i cellen, og bakterien blir ikke hemmet eller drept. Like raskt som antibiotika
entrer cellen, vil disse pumpene serge for at antibiotika pumpes ut igjen (Kapoor et al., 2017).
Alle typer antibiotika, med unntak av polymyxin, er mottakelig for denne mekanismen. De
fleste effluxpumpene kan pumpe ut et bredt spekter av antibiotika, selv de som ikke er relatert

til hverandre. Dette kan bidra til at bakteriene utvikler MDR.
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Bakterier kan modifisere angrepsmalet for antibiotika ved at det endrer mélmolekyler der
antibiotika skal angripe (Tenjum & Otterholt, 2020). Dette kan gjeres ved & tilfore nye typer
mélmolekyler eller & oke antall av de eksisterende, noe som medforer at antibiotika bindes
svakere. En liten endring i malmolekylet kan fa store konsekvenser for bindingen av antibiotika,
ettersom interaksjonen er svert spesifikk (Kapoor et al., 2017). Endringene kan skje flere steder,
og gi konsekvenser for ulike typer antibiotika. Endringer i 30S- eller 50S-underenheten av
ribosomer forer til resistens for antibiotika som pévirker proteinsyntesen. Endringer i PBP kan
medfore redusert affinitet av 3-laktam antibiotika. Noen gener koder for dannelse av nye PBP,
noe som medferer at antibiotika ikke kan bindes og dermed blir bakterien resistent. Andre
angrepsmél som kan modifiseres og medfere resistens er bindingssteder i celleveggen til
bakteriene og mutasjoner i DNA gyrase og topoisomerase IV. I tillegg kan bakterier utvikle

ribosomale beskyttelsesmekanismer og mutasjoner i RNA-polymerase.

Cellemembranen til bakterier kan endres pa ulike mater slik at den blir mindre
gjennomtrengelig for antibiotika (Tenjum & Otterholt, 2020). G~ bakterier kan for eksempel
lukke porer (poriner) i yttermembranen og hindre antibiotika fra & komme frem til maélet
(Tronsmo, 2016). Disse bakteriene har et utvalg av poriner i den hydrofobe delen av
yttermembranen, som er en viktig barriere mot B-laktam antibiotika (Iredell et al., 2016).
Bakteriene kan enten lukke poriner eller fjerne de helt. Type og antall poriner medferer ulik

resistens blant bakerier.

Bakterier kan produsere enzymer som edelegger eller endrer antibiotika slik at virkestoffet blir
inaktivert og ikke lenger kan uteve sin oppgave (Tenjum & Otterholt, 2020). Inaktivering av
antibiotika kan skje pa ulike mater, for eksempel ved hydrolyse (Shaikh et al., 2015). Bakterier
kan produsere enzymer som maélrettet kan hydrolysere mottakelige bindinger i antibiotika.
Dette er kjemiske bindinger i form av estere eller amider, og nar bindingene spaltes blir
antibiotika inaktivert. Enzymet penicillinase er en type B-laktamase som splitter
antibiotikamolekylet til en inaktiv form (Tronsmo, 2016, s.256). Enzymet odelegger B-
laktamringen 1 penicillin, noe som medfoerer at antibiotikumet blir inaktivert og bakterien blir

dermed resistent mot penicillin.
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2.2.4 RESISTENSENZYMER

2.2.4.1 B-LAKTAMASER MED UTVIDET SPEKTRUM (ESBL)

Behandling med B-laktam antibiotika er vanlig ved bakterieinfeksjoner, og har fort til okt
resistens blant G~ bakterier over hele verden (Shaikh et al., 2015). Bruken har fort til okt
produksjon og mutasjon av B-laktamase enzymer. Disse enzymene blir ogsa kalt B-laktamaser
med utvidet spektrum (ESBL), og de bryter ned karbapenem, penicillin og cefalosporiner.
ESBL har blitt klassifisert pa flere mater, der de to vanligste er molekyler klassifisering av
Ambler eller funksjonell klassifisering av Bush-Jacoby-Mederios. Giske et al. har samlet
klassifiseringene og forenklet terminologien av B-laktamaser (Giske et al., 2009), og i Norge
benyttes denne klassifiseringen som bestar av ESBLA, ESBLm og ESBLkarsa (FHI, 2019).
Bakterier som har ESBLkarsa er resistente mot alle typer B-laktam antibiotika, som inkluderer
penicilliner, cefalosporiner og karbapenemer. Bakterier med ESBLA og ESBLw er resistente

mot penicilliner og de fleste typer cefalosporiner.

I denne studien ble bakterier screenet for ulike ESBL ved bruk av PCR, og klassifiseringen av

disse er oppgitt i tabell 2.2.4.1.

Tabell 2.2.4.1. Oversikt over ESBL det ble screenet for i denne studien. Viser gruppeinndeling etter ESBL4, ESBLu
(ESBLy-c og ESBLy-p) 0g ESBLkarpa (ESBLxARBA-4, ESBLkarB4-B 0 ESBLkarpa-D) (Giske et al., 2009).

ESBLA ESBLuy ESBLkARBA
ESBLA ESBLwm-c ESBLwm-p ESBLKARBA-A ESBLxkARBA-B ESBLKARBA-D
CTX-M CMY OXA-ESBL | KPC IMP OXA-48
TEM-ESBL VIM
SHV-ESBL NDM-1
2.2.4.2 ESBL,

Funksjonelle klasser med 2be B-laktamaser tilhorer «klasse A ESBL», ogsé kalt ESBLa (Giske
et al., 2009). I denne studien ble det screenet for tre ulike gener innenfor denne klassen: CTX-
M, TEM-ESBL og SHV-ESBL. Den vanligste genetiske varianten av ESBL er CTX-M (Shaikh
et al., 2015). Den hydrolyserer cefotaxim og har blitt funnet i isolater fra Sa/monella enterica
serovar Typhimurium, E. coli og fra enkelte andre Enterobacteriaceae-arter. Det finnes over
100 ulike varianter av CTX-M som kan deles inn 1 undergruppene 1, 2, 8, 9 og 23 etter
aminosyresekvens. CTX-M forflyttes mellom bakterier ved HGT ved bruk av konjugative

plasmider eller transposoner.
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TEM- og SHV-ESBL kan deles inn i flere undergrupper. De forste og sterste undergruppene
av 2be B-laktamaser som har blitt funnet er TEM-1, TEM-2 og SHV-1 (Bush & Jacoby, 2010).
Disse enzymene dannes ved aminosyresubstitusjoner, er funksjonelt like, og er de vanligste
plasmidmedierte B-laktamasene (Shaikh et al., 2015). TEM-1 kan hydrolysere penicillin og
forstegenerasjons cefalosporiner, og ble forst isolert fra E. coli. SHV familien av B-laktamaser
antas & komme fra Klebsiella spp., og SHV-1 er isolert fra K. pneumoniae over hele verden.
SHV-1 er funnet i kromosomer hos Klebsiella som videre har blitt overfort med plasmider til
andre Enterobacteriaceae arter. SHV-1 er forbundet med resistens mot flere typer penicillin,
og bakterier som har dette enzymet klassifiseres derfor som MDR mot bredspektrede

penicilliner.

2.2.4.3 ESBLy

ESBLwMm bestar av plasmidmedierte AmpC og OXA-ESBL og kalles «miscellaneous ESBL»
(Giske et al., 2009). Denne klassen deles videre inn i ESBLy.c som bestar av plasmidmediert
AmpC, klasse C, og ESBLm.p som bestdr av OXA-ESBL, klasse D. Det er kun ESBLm.c
enzymer som kan pévises ved bruk av fenotypiske metoder, og det antas derfor at mange
laboratorier kun vil oppdage disse, og ikke ESBLm.p. For 4 skille plasmidmediert AmpC 1 E.
coli fra kromosomal hyperproduksjon av AmpC, ma det imidlertid benyttes PCR som er
malrettet mot ESBLy.c. Kromosomalt AmpC har generelle likheter med PBP og hydrolyserer
ampicillin (Iredell et al., 2016). Slike enzymer er ofte funnet i Enterobacteriales og
Pseudomonadales. Hoy produksjon av AmpC har blitt observert som folge av tilstedevarelse
av et eller flere plasmidmedierte AmpC-gener (Bajaj et al., 2016). I tillegg kan det bli store

mengder av dette enzymet som folge av hyperproduksjon.

For & pavise ESBLm.p ma det benyttes genotypiske metoder (Giske et al., 2009). OXA-ESBL,
klasse D, er enzymer som hydrolyserer oxacillin (Bajaj et al., 2016). Det er et stort mangfold
innenfor denne klassen av enzymer, bdde genetisk og biokjemisk (Poirel et al., 2010). Det er
forskjeller mellom enzymene der noen har et bredt, og andre har et smalt spektrum av hydrolyse.
Flere klasser har et utvidet spektrum som felge av punktmutasjon, der kun et nukleotid er byttet

ut med et annet.
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2.2.4.4 ESBLk4RrB4

Karbapenemaser med hydrolytisk aktivitet mot karbapenem-antibiotika tilherer gruppen
ESBLxkarra (Giske et al., 2009). Denne gruppen deles videre inn i undergruppene A, B og D.
Innenfor ESBLkarBa-a finnes K. pneumoniae karbapenemase (KPC). Slike gener er ofte funnet
pa plasmider som er relativt Klebsiella-spesifikke, og det er derfor en sterk assosiasjon mellom
KPC genet og K. pneumoniae stammer (Iredell et al., 2016). KPC er assosiert med haye nivéer

av AR i slike stammer.

ESBLkarBa-B inkluderer sékalte «metallo B-laktamase» (MBL) enzymer, som «Verona
integron kodet metallo B-laktamase» (VIM) og «New Delhi metallo B-laktamase» (NDM)
(Giske et al., 2009). VIM forekommer for det meste 1 Acinetobacter og Pseudomonas, og noen
isolater av NDM er ogsd funnet i slike bakteriestammer (Codjoe & Donkor, 2018). NDM er
imidlertid dominerende i isolater fra K. pneumoniae og E. coli. Imipenem-resistent
Pseudomonas (IMP) inkluderes ogsé i ESBLkarsa-a gruppen. Det er identifisert 18 varianter
av dette enzymet, som er undersokt fra Enterobacteriaceae familien og arter av Acinetobacter

og Pseudomonas.

OXA-48 tilherer ESBLkarsa-p (Giske et al., 2009), og er en vanlig og mangfoldig gruppe
enzymer som hydrolyserer B-laktam (Iredell et al., 2016). Slike enzymer er vanlig & finne hos
K. pneumoniae (Codjoe & Donkor, 2018), men er ogsa identifisert i Enterobacteriaceae
familien (Bush & Jacoby, 2010). Gener for OXA-48 enzymet er plassert pa plasmider, og kan

derfor enkelt overfores mellom bakterier.

2.2.5 MULTIRESISTENS

Bakterier som er resistente mot tre eller flere antimikrobielle klasser defineres som MDR
(Magiorakos et al., 2012). En klasse antibiotika kan vare for eksempel aminoglykosider,
fluorokinoloner eller makrolider. B-laktam antibiotika som penicillin, cefalosporiner og
karbapenem defineres ogsa som tre ulike klasser av antibiotika. Dersom en bakterie er resistent

mot en type antibiotika fra hver av disse klassene, kan den defineres som MDR.

Bakterier kan utvikle MDR pa ulike méater (Nikaido, 2009). I én celle kan bakterier akkumulere
flere ulike gener som koder for resistens mot ulike typer antibiotika. Mange resistensgener er
effektive ndr de uttrykkes fra plasmider, og akkumuleringen av gener skjer ofte pa resistens-

plasmider. Pa ett plasmid kan det finnes gener som koder for flere typer resistens. Slike
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plasmider kan ofte enkelt transporteres mellom bakterier, og dette bidrar til spredningen av
resistensgener mellom bakterier. En annen mekanisme for MDR er gkt ekspresjon av gener som
koder for multiresistens-effluxpumper. Slike pumper kan pumpe et bredt spekter av antibiotika
ut av bakteriecellen. G~ bakterier kan ha spesielle pumper som kalles for «Resistance-
Nodulation-Division» (RND) multiresistens-effluxpumper. Slike pumper kan pumpe ut det
meste av antibiotika som 1 dag benyttes, og kan overuttrykkes fordi de vanligvis blir kodet av

kromosomgener.

Humanpatogene mikroorganismer har tilegnet seg resistente egenskaper (Medina & Pieper,
2016). Flere av disse har utviklet MDR og infeksjoner forarsaket av slike bakterier kan vare
umulig 4 behandle. Blant de viktigste og mest kjente i dag finnes MRSA, CRE, og bakterier
med produksjon av ESBL.

2.2.6 SPREDNING AV RESISTENS I SAMFUNNET

Spredningen av ARB til mennesker kan skje pa flere méater, som vist i figur 2.2.6. Spredningen
mellom mennesker kan skje dersom en person fér antibiotika og utvikler resistente bakterier
inne 1 magesekken (CDC, 2013). Denne personen kan videre spre de resistente bakteriene til
andre mennesker i samfunnet. Dersom personen har et opphold péd sykehus, sykehjem eller
liknende, kan de resistente bakteriene enten spres direkte til andre pasienter og ansatte, eller
indirekte via overflater pd sykehuset. Nér de andre pasientene drar hjem fra sykehuset, kan ogsa

de spre resistente bakterier videre i samfunnet.

Spredningen av ARB til mennesker kan ogsa komme fra dyr (CDC, 2013). Resistente bakterier
kan utvikle seg i dyrenes mage ndr de mottar behandling med antibiotika, og disse bakteriene
kan bli gjenvaerende i kjott som mennesker spiser. Dersom kjettet ikke er tilstrekkelig
varmebehandlet kan bakteriene overleve og spres til mennesker. Ved bruk av gjedsel eller vann
som er forurenset med feces fra dyr, som inneholder ARB, kan disse spres videre til avlinger

og mat, og videre til mennesker.
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Figur 2.2.6. Illustrasjon av spredningen av antibiotikaresistente bakterier i samfunnet, ved bruk av antibiotika

blant dyr og mennesker.

Ved bruk av antibiotika i landbruket kan resistente bakterier spres til innsjeer, elver og
drikkevann (Iredell et al., 2016). Dersom mennesker bader i vann med resistente bakterier og
fér en infeksjon i et sér eller svelger vann med slike bakterier, kan det blir vanskelig & behandle
infeksjonen. Bakteriene kan ogsa spres fra elver og lignende til gjodsel, ville dyr og avlinger.

Pé denne maten kan de igjen spres til husdyr og mennesker.

2.2.7 FOREKOMST AV ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIER

2.2.7.1 OVERVAKNING AV ANTIBIOTIKARESISTENS

Det er viktig & overvdke bruken av antibiotika og utviklingen av AR (Zarb & Goossens, 2011).
AR er et globalt helseproblem og bruken av antibiotika har fatt konsekvenser for pasienter og
hele samfunnet. I USA har «Centers for Disease Control and Prevention» (CDC) en oversikt
over forekomsten av AR (CDC, 2013). I Europa finnes «European Surveillance of
Antimicrobial Consumption» (ESAC) som overvaker forbruket av antibiotika, der totalt 34

nasjoner deltar.

Norge har en egen funksjon som overvdker dyr- og menneskers helse, i1 tillegg til
matproduksjonen (NORM/NORM-VET, 2018). Overvakningsprogrammet NORM folger med
pa forekomsten av antimikrobiell resistens blant humanpatogene bakterier, og NORM-VET

overvaker forekomsten av AR blant dyr, mat og for. Folkehelseinstituttet (FHI) i Norge har
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oversikt over smitte med patogene bakterier og enkelte mikrober som er kjent for & ha resistens
(Steinbakk et al., 2014). Flere slike bakterier er meldepliktige til meldingssystem for
smittsomme sykdommer (MSIS), slik at FHI kan ha en oversikt over forekomsten av resistens

i Norge.

2.2.7.2 ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIER [ SAMFUNNET

Pa verdensbasis eker spredningen av AR, og dette har blitt en global utfordring som tar mange
liv (Tenjum & Otterholt, 2020). Stadig flere infeksjoner som tuberkulose og lungebetennelse
blir vanskeligere & behandle som foelge av at bakterier blir resistente mot antibiotika. I tillegg
kan ulike matbérne infeksjoner bli vanskelig & behandle, som folge av at de patogene bakteriene
har blitt resistente mot de antibiotikatypene vi har i dag. Uten antibiotikabehandling kan slike
sykdommer medfere dedsfall. I Europa der det hvert ar 33.000 mennesker som folge av ARB,
og 1 USA er det omtrent 23.000 menneskeliv som gér tapt av samme drsak (CDC, 2013).

Problemer med AR er gkende i Norge, selv om forekomsten er lavere her sammenlignet med
andre land (Steinbakk et al., 2014). Det er vist gkt resistens mot B-laktam, aminoglykosider og
fluorokinoloner. I Norge har det vaert utbrudd med ESBL (ESBLA og ESBLwm) og MRSA, og
det er gjort funn av VRE. Funn av G~ bakterier med ESBLkarsa ble meldepliktig til MSIS for
noen ar siden. Resistens mot karbapenem, en gruppe bredspektret B-laktam antibiotika, er
bekymringsverdig ettersom slik antibiotika i hovedsak benyttes ved alvorlige infeksjoner hos
mennesker. Flere G™bakterier som har vist resistens mot karbapenem, og er nd utbredt globalt.

I Norge er det forelopig lav forekomst av bakterier som er karbapenemresistente.

2.2.7.3 ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIER I MILJOET

Det er vist at miljeet er et reservoar for resistente organismer og deres gener (Wright, 2010).
Dyr er en del av miljoet vi lever i, og det er isolert ARB fra flere ulike dyr. Ville dyr og fugler
kan vere reservoar for ARB og bidra til at de spres rundt i miljeet. En undersegkelse gjort pa
villrein og rddyr i Norge viste at det var generelt lav forekomst av antibiotikaresistent E. coli
(Sunde et al., 2018). Det ble pavist noe resistens mot streptomycin, og drsaken til dette var
usikker. I tillegg ble det isolert E. coli som var resistent mot tredjegenerasjons cefalosporiner
som folge av genet CTX-M-1, noe som ble isolert fra bdde radyr og redrev. Undersekelsen
konkluderte med at det finnes bakterier som er resistente mot viktige antibiotikatyper, selv i

omrader der seleksjonspresset er lavt.
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Forekomsten av ARB blant produksjonsdyr er generelt lavere i Norge enn i mange andre land
(Steinbakk et al., 2014). Klima, smé besetninger og begrenset import av dyr, kan vare faktorer
som medvirker til den lave forekomsten. Det er imidlertid pavist ESBL-produserende E. coli i

fjerfeproduksjon og LA-MRSA (livestock associated MRSA) hos produksjonsdyr i Norge.

ARB kan spres fra mennesker og dyr til miljeet, men naturlig milje kan ogsé vare en kilde til
spredning (Allen et al., 2010). Miljoet far okt eksponering av antibiotika ved utslipp fra kloakk
og gjedsel. Sammen med eksponering av antimikrobielle midler som forekommer naturlig, kan
seleksjonspresset bli hayt og bakteriene kan utvikle resistens. Over hele Europa er det funnet
mye antibiotika i akvatiske miljeer, noe som kan bidra til utbredelse av AR blant bakterier
(Carvalho & Santos, 2016). Det har til na veert lite kunnskap om hvor utbredt ARB er i miljoet
i Norge, men studier ved NMBU har funnet ARB i prover fra vann og jord. I As er det funnet
multiresistente E. coli- og K. Pneumoniae-stammer som var barere av blant annet CTX-M-15,
SHV-11, TEM-1B, CMY-42 og TEM-84 (Finton et al., 2020, innsendt manuskript). Det ble
ogsé funnet ESBL-produserende G~ bakterier i prover fra jord (Stele, 2017). Tilstedeverelse av
ARB i miljeet er en bekymring for videre spredning til mennesker, enten direkte via vann, eller

indirekte fra dyr og planteprodukter (Carvalho & Santos, 2016).

2.2.8 TILTAK MOT SPREDNING AV ANTIBIOTIKARESISTENS

Det er flere tiltak som kan redusere spredningen av AR, og det vil det vare viktig & bremse
utviklingen av resistens blant bakterier (Smith et al., 2015). Forst og fremst er det viktig & hindre
sannsynligheten for at en patogen organisme blir utsatt for resistensgener, enten ved naturlig
mutasjon eller ved HGT. FHI foreslar forskrifter for bruk av antibiotika blant mennesker og at
det er nedvendig 4 f4 en oversikt over hvor mye og hvilke typer antibiotika som benyttes
(Steinbakk et al., 2014). CDC mener ogsé at det ber vere strengere regler for utskriving av
antibiotika til pasienter, og at bevisstheten blant forbrukere ber ekes (CDC, 2013). Det er ulike
regler og normer for bruk av antibiotika pé forskjellige steder i verden, og det ber bli en global

bevissthet rundt bruken av antibiotika og spredningen av resistens.

Bruk av antibiotika i landbruket og pa dyr ber reduseres for & unnga spredning av ARB blant
husdyr og 1 miljeet (Steinbakk et al., 2014). FHI foreslar at forskriften for bruk av legemidler
beor endres og at det ber utvikles nasjonale retningslinjer for bruk av antibiotika til
produksjonsdyr. Veterinerer ber ha ansvar for & vurdere risikoen for resistens og bruke

grundigere analyser for & finne ut hvilken bakterie dyret er smittet av, for s & kunne velge en
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smalspektret antibiotikatype. Det er viktig at bade veterinaerer og dyreholdere tar ansvar og blir

mer bevisste nar det kommer til bruk av antibiotika blant dyr.

CDC mener at det er viktig & fremme utviklingen av nye typer antibiotika og diagnostiske tester
som med sikkerhet kan fortelle hvilken bakterie som har forarsaket infeksjon (CDC, 2013). Det
er ogsa viktig & forbedre antibiotikatypene som allerede eksisterer. Det vil ogsé vere viktig &
utvikle vaksiner som kan motvirke sykdom, bade for husdyr og mennesker (Steinbakk et al.,
2014). Utviklingen av vaksine mot pneumokokker har vart vellykket og gitt hap for utviklingen
av nye vaksiner (Davies & Davies, 2010). Det er hdp om & utvikle effektive vaksiner mot
infeksjoner med bakterier som E. coli, Vibrio cholerae, S. aureus og Acinetobacter. Slike
vaksiner vil vaere spesielt viktige for mennesker 1 utviklingsland der sanitare forhold er darlig
(Steinbakk et al., 2014). A bedre sanitzre forhold vil ogs bidra til reduksjon av infeksjoner,
og vil veere et viktig tiltak for & forebygge spredningen av ARB (CDC, 2013).

Andre alternative behandlinger til antibiotika kan ogsd benyttes, men det er behov for videre
forskning (Iredell et al., 2016). Bruk av lytiske bakteriofager er foreslatt som et supplement til
antibiotika. Det kreves vanligvis en blanding av bakteriofager for & overvinne resistens, men de
er svaert malspesifikke og har en synergisk effekt sammen med antibiotika. CRISPR (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) er en genteknologisk metode som kort fortalt
benytter bakteriofager til & angripe resistensgener og gjor at bakteriene blir sarbare for

antibiotika igjen.

Det ma bli mer ettertraktet & jobbe med utviklingen av antibiotika og hvordan vi kan hindre
spredning av resistens (O’NEILL, 2016). Dette kan innebaere bedret lonn og anerkjennelse til
personer som arbeider med dette. For a fa en forstdelse av hvor utbredt ARB er 1 ulike miljeer,
mener FHI at det blir viktig & kartlegge reservoar for slike bakterier (Steinbakk et al., 2014).
Videre blir det viktig & eliminere disse bakteriene fra sine reservoarer. Det er viktig & kunne
spore tilbake hvor bakteriene kommer fra og dermed kunne hindre spredning eller stoppe

utviklingen der de er funnet (CDC, 2013).
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2.3 SALATENS MIKROBIOLOGI

2.3.1 PATOGENE, MATODELEGGENDE OG FORDELAKTIGE BAKTERIER

Bakterier finnes over alt og bakterier fra mat kan vare sykdomsfremkallende (patogene),
matedeleggende eller fordelaktige (Bhunia & Heldman, 2018, s.2). Fordelaktige bakterier er
generelt trygge for mennesker og kan for eksempel benyttes til konservering av mat.
Mikroorganismer kan ogsd produsere fordelaktige enzymer som hjelper til med & bryte ned
maten og gjeore den enklere a fordeye. De fordelaktige bakteriene kan benyttes til fermentering,
som bidrar med blant annet smak og tekstur, og kan gke holdbarheten til enkelte produkter.
Ukontrollert vekst av naturlige fermentative mikroorganismer kan imidlertid fore til at maten
odelegges. Matodeleggende bakterier forer til darlig lukt, smak og utseende pd mat. Slike
bakterier har enzymer som bryter ned proteiner, karbohydrater og fett til andre komponenter
som kan gdelegge maten. Patogene bakterier medferer ikke bare dérlig lukt og smak av mat,

men kan ogsa fore til sykdom hos mennesker.

Bakterier forekommer naturlig pd overflaten av planter (Bhunia & Heldman, 2018, s.10). De
humanpatogene bakteriene som er isolert fra jord, vanningsvann og ville dyr inkluderer blant
annet E. coli O157:H7, Salmonella enterica, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
og Listeria monocytogenes. Salat kan kontamineres med patogene mikroorganismer direkte fra
mennesker ved gjedsling eller ved at det benyttes vann som er forurenset med kloakkvann
(Adams & Moss, 2008, s.304). I tillegg kan ville dyr og husdyr vere med pa spredningen av
slike mikroorganismer (Bhunia & Heldman, 2018, s.10). Etter hesting kan kontaminering skje
fra mennesker som arbeider med salaten eller fra konsumentene selv. Det kan ogsd vare
patogene bakterier pa overflater og utstyr under transport, prosessering eller pakking. Det er
ekstra viktig med gode rutiner innen landbruket, ettersom salat ikke varmebehandles for

konsum (Adams & Moss, 2008, s.156).

2.3.2 VIRULENSFAKTORER

Mikroorganismers evne til & fremkalle sykdom kalles virulens (Klein, 2020). Det finnes flere
ulike virulensfaktorer som kan medfere sykdom, inkludert bakteries evne til & feste seg til
overflater og til & spre seg, samt produksjon av toksiner og evnen til & adelegge andre celler.
Den viktigste delen av en bakteries virulens er dens evne til 4 trenge inn i en vert og uteve skade.

Graden av virulens kan males ved enten hvor raskt infeksjonen sprer seg i kroppen og hvor
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dedelig infeksjonen er, eller hvor mange i befolkningen som blir syke dersom de utsettes for

mikroorganismen.

Det finnes genetiske elementer som kalles toksin-antitoksin (TA) systemer (Unterholzner et al.,
2013). Slike systemer bestér av et toksin i form av proteiner, og et tilherende antitoksin, som
enten kan vere proteiner eller ikke-kodende RNA. TA-toksiner er involvert i cellulere
prosesser som translasjon, replikasjon og biosyntese av celleveggen. Noen TA-systemer kan
kode for proteiner med adaptive funksjoner og blir da sett i ssmmenheng med utvikling av AR.
Hovedfunksjonen til slike systemer er & bevare plasmider (Lobato-Marquez et al., 2016).
Dersom resistensgener befinner seg pa et plasmid med et TA-system vil derfor bakterien bevare
plasmidet og dermed ogsa resistensgenene. Toksinet fungerer som en slags gift og er stabilt, og
antitoksinet er labilt og fungerer som en motgift. Dersom begge er tilstede vil antitoksinet
noeytralisere toksinet. Plasmidet kan forsvinne fra bakterien og ta med seg motgiften, og dermed

etterlate det stabile toksinet som medferer at bakterien dor.

Humanpatogene bakterier fester seg til overflaten av salat ved adheranse, ved bruk av sine
fimbrier, pili og flageller (Bhunia & Heldman, 2018, s.10). De festes ekstra godt til sprekker
og lignende pé overflaten, der de i tillegg kan gjemme seg fra eventuell vask og behandling av
salaten. Vask med rent vann har vist & redusere kontaminanter (Adams & Moss, 2008, s.156).,
og det er denne behandlingen ferdigvasket salat gjennomgér for den pakkes og selges kjolig.
Det er imidlertid usikkert om behandlingen medferer tilstrekkelig reduksjon av

mikroorganismer (Walia et al., 2013).

2.3.3 SYKDOMSUTBRUDD

Antall sykdomsutbrudd som folge av patogene bakterier i salat er skende, og bakterier som
Salmonella, shigatoksin-produserende E. coli, Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica og
L. monocytogenes er forbundet med slike utbrudd (Séderqvist, 2017). I USA har det de siste
arene veert flere utbrudd av sykdom som felge av patogene bakterier som kan vere ingredienser
1 RTE-salat (Bhunia & Heldman, 2018, s.9). 1201 1var det et utbrudd der 60 personer ble smittet
med E. coli O157:H7 fra salat. Denne bakterien ble ogsa funnet i spinat ved et sykdomsutbrudd
12006 der 199 mennesker ble smittet. Kylling var ogsa arsaken til to utbrudd av sykdom i 2002
og 2014, der henholdsvis L. monocytogenes og Salmonella ble isolert fra kyllingen. Ved
utbruddet i 2002 ble 46 mennesker syke og 7 dede som folge av smitten, og 1 2014 var det hele
634 personer som ble syke. I Norge var det et stort sykdomsutbrudd i 2014 der 133 ble syke
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som folge av Y. enterocolitica som ble isolert fra salat (FHI, 2014). Yersinia har ogsa fort til
flere sykdomsutbrudd fra svinekjettprodukter. E. coli har blitt isolert fra ulike kjettprodukter
og Campylobacter fra fjorfekjott, og alle har medfert sykdomsutbrudd i Norge.

2.3.4 TIDLIGERE FUNN AV ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIER I RTE-SALAT

RTE-salat, er salat som er ferdig vasket og klar til & spises (Soderqvist, 2017). Den kan besta
av flere typer salat, og i noen tilfeller ogsa andre ingredienser som ulike grennsaker, kjott og
ost eller pasta. Slike typer salater har flere kilder til kontaminering av bakterier, ettersom de
bestar av flere ingredienser. Kjottprodukter og pasta varmebehandles for pakking, og det er
viktig at denne behandlingen, samt nedkjeling, er tilstrekkelig for & unnga overlevelse av
patogene bakterier. Patogene bakterier kan overfores til bdde salat og andre ingredienser ved

kutting og behandling av produktene, for pakking.

Flere studier har undersokt forekomsten av patogene bakterier og ARB i RTE-salat (Walia et
al., 2013). Det er gjort funn av patogene bakterier i slike produkter og navnet «ferdigvasket og
spiseklar» kan derfor vare misvisende. Funn av ARB i RTE-salat er en bekymring, da dette

medferer en risiko for at mennesker kan bli smittet med ARB ved konsum av slike produkter.

En studie som undersekte RTE-baby spinat fant stammer av Aeromonas, Enterobacter,
Klebsiella, E. coli, Acinetobacter og Pseudomonas (Walia et al., 2013). Studien papeker at det
har vert en ekning i antall sykdomsutbrudd som felge av okt forbruk av denne typen salat.
Bakteriene ble sensitivitetstestet for ulike typer antibiotika, og det ble funnet resistens mot alle
typene det ble testet for. Kinoloner hadde laveste forekomst av resistens der 19,8% av
bakteriene var resistente, mens hele 93,1% av bakteriene var resistente mot en type B-laktam
kalt cefoxitin. Flere av bakteriene var multiresistente, da de viste resistens mot tre eller flere

klasser av antibiotika.

I Spania ble det gjennomfert en studie som undersokte forekomsten av patogene bakterier 1
RTE-salat og om de var resistente mot antibiotika (Falomir et al., 2010). Studien viste at de
fleste isolatene var resistente mot ampicillin og amoxicillin. Det var flere bakterier som var
multiresistente, enn antall bakterier som var mottakelige for alle de elleve antibiotikatypene de
ble testet for. Flere av bakteriene var opportunistiske humanpatogene, som kan medfere

sykdom hos mennesker.
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En studie gjennomfert i Portugal konkluderte med at RTE-salat generelt var av darlig
mikrobiologisk kvalitet (Campos et al., 2013). 50 prover med ulike blandinger av RTE-salat
var inkludert i studien. Det ble isolert bade Salmonella, L. monocytogenes, E. coli og
Enterococcus fra prevene, der bade E. coli og Enterococcus var antibiotikaresistente. Det ble
ogsa funnet multiresistents hos E. coli stammer i flere av provene. Disse stammene inkluderte
gruppen D/ST69 som er observert ved ekstraintestinale infeksjoner. Flere resistensgener ble

funnet i RTE-salaten, blant annet blasuvy-2.

I Italia ble det gjennomfert en studie som undersekte matvarer for Enferococcus arter
(Pesavento et al., 2014). Studien inkluderte blant annet 214 RTE-salater, 187 prover av skinke
og 278 prever av ost. Det ble funnet Enterococcus i alle matvarene som ble undersekt, og flere
ulike arter ble isolert. Isolatene ble sensitivitetstestet for ti ulike antibiotikatyper. 30% var

resistente mot én type antibiotika, og 11,5% var multiresistente.

2.4 METODISK TEORI

2.4.1 FENOTYPISKE METODER

2.4.1.1 HEMOLYSEAKTIVITET PA BLODAGAR

Blodagar er et vekstmedium som kan brukes i vanlig diagnostikk av bakterier (Tenjum, 2019).
Agaren inneholder normalt 5% blod fra pattedyr og kan brukes til & se etter bakteriers
hemolyseaktivitet. I denne oppgaven ble trypton soya agar (TSA) med saueblod benyttet, og
agarskalene ble inkubert aerobt ved 37°C +/- 1°C i 18-24 timer. (Remel & Oxoid, 2008).
Kombinasjonen mellom proteiner og karbohydrater fra soya i denne agaren medferer optimale
vekstforhold for mange typer bakterier. Berikelse av mediet med blod ferer til at bakterier som
Streptococcus, Listeria, Staphylococcus, E. coli og Pseudomonas kan vokse med hemolytisk

aktivitet.

Hemolyse er adeleggelse av rade blodceller, og noen bakterier produserer enzymer som lyserer
slike celler (Tille, 2015). Dette kan ses i blodagar, der det oppstdr en hemningssone rundt
bakteriekoloniene som vokser. Det finnes ulike typer hemolyse. Fullstendig klarning rundt
koloniene som dannes kalles beta-hemolyse. Generelt er det kjent at bakterier som produserer
beta-hemolyse kan vaere patogene (Sum et al., 2017). Andre typer hemolyse som kan dannes er
alfa-hemolyse eller gamma-hemolyse (Tille, 2015). Dersom det kun er delvis lysering av

blodcellene, kan det dannes en grennaktig farge rundt koloniene, og dette kalles alfa-hemolyse.
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Noen bakterier har ingen effekt pad de rode blodcellene, og produserer ingen hemningssone

rundt koloniene. Dette kalles gamma-hemolyse, og bakterien er ikke-hemolytisk.

2.4.1.2 DETEKSJON AV ANTIBIOTIKARESISTENTE BAKTERIER

For fenotypisk deteksjon av ARB kan selektive medier benyttes (Adams & Moss, 2008, s.375).
Slike medier inneholder forbindelser som inhiberer de fleste organismer. Dersom et medium
inneholder antibiotika vil det vanligvis hemme veksten av bakterier. Dersom bakterien kan
vokse pé et slikt medium, kan det indikere at den er resistent, ettersom den vokser i et miljo
som har til hensikt 4 stanse veksten av bakterien. Det finnes ulike typer medier for pavisning
av ARB, deriblant Brilliance™ ESBL-, Brilliance™ CRE- og MRSASelect™ I1-skler som ble
benyttet i denne studien. Resultatet fra de ulike mediene kan brukes til fargescreening, og

fenotypiske resultater kan anslas.

ESBL agar benyttes for deteksjon av ESBL-produserende organismer, innen 24 timer (Oxoid,
2010). Ut ifra resultatene kan man anta om det er ESBL-produserende E. coli eller Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Serratia spp. og Citrobacter spp. (KESC-gruppen) tilstede. Agaren har
hey grad av felsomhet for pdvisning av ESBL-produserende Enterobacteriaceae, samtidig som
det selektivt hemmer AmpC-resistensmekanismer. Skalene inkuberes ved 37°C 1 18-24 timer,
og negative skéler kan reinkuberes i nye 24 timer. Ved vekst av blé eller rosa kolonier kan det
antas at det er E. coli som er tilstede i proven, og vekst av grenne kolonier kan indikere at en
bakterie fra KESC-gruppen er tilstede. Kolonier med en brun «halo» (hemningssone) kan vare
Proteus, Morganella eller Providencia, og fargelese kolonier kan vere Salmonella,

Acinetobacter eller andre bakterier som har andre resistensmekanismer.

For deteksjon av Enterobacteriaceae med karbapenemresistens, benyttes CRE agar (Oxoid &
Remel, 2011). Disse bakteriene inkluderer E. coli eller bakterier fra KESC-gruppen. Skélene
inkuberes ved 37°C i 18-24 timer, og skaler uten vekst kan reinkuberes i nye 24 timer.
Koloniene som vokser opp kan deles inn i CRE-positive og CRE-negative prever. CRE-positive
prover inkluderer vekst av bleke rosa kolonier som kan indikere E. coli eller vekst av bla
kolonier som kan vere en av bakteriene fra KESC-gruppen. Ved vekst av hvite eller fargelose
kolonier er proven CRE-negativ og det kan vare Acinetobacter som er tilstede i proven.
Bakterier som har andre resistensmekanismer kan produsere brune kolonier med «halo»

(hemningssone), og inkluderer Proteus, Morganella og Providencia.
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For isolering og direkte identifikasjon av S. aureus som er meticillinresistente benyttes MRSA
medium (Oxoid, 2008). Mediumet inkuberes ved 37 °C i 18-24 timer, og vekst av bla kolonier

indikerer en positiv prave og vekst av MRSA.

2.4.2 MOLEKYLZRBIOLOGISKE METODER

2.4.2.1 KVANTIFISERING OG RENHETSMALING AV DNA

NanoDrop™ 2000 Spektrofotometer ble benyttet til maling av renhet i denne oppgaven.
Apparatet kan benyttes til & kvantifisere renheten av blant annet DNA, RNA og proteiner
(Matlock, 2015). Nukleinsyrer har maksimum absorbans ved 260 nanometer (nm), og
NanoDrop méler absorpsjonsrate pd 260 nm og 280 nm (Az60280) 0g raten pa 260 nm og 230
nm (Az60230). Mélingene er basert pa nukleotiders evne til & absorbere lys. For A2e0/280 er ensket
verdi 1,8. Lavere absorbans indikerer at proven kan vare kontaminert med proteiner, fenoler
eller andre kontaminanter som kan absorbere lys ved 230 nm eller lavere. Ved Axeo230 er det
onskelig med absorbans mellom 2,0 og 2,2. Lavere absorbans kan indikere at preven er
kontaminert med produkter som absorberer lys ved 230 nm eller lavere, slik som karbohydrater

eller fenoler.

Qubit 2.0® Fluorometer ble benyttet i denne oppgaven for kvantifisering av DNA i provene.
Dette er en fluoriserende metode som gir en mer noyaktig kvantifisering av DNA, enn med UV
absorbans som NanoDrop (Life Technologies, 2014). Fluoriserende metoder kan skille mellom
DNA, RNA og proteiner, i motsetning til UV absorberende metoder. Fluoriserende farge som
er selektivt for dsDNA (dobbeltrddet DNA), RNA og proteiner benyttes til 4 kvantifisere

nukleinsyrer og kan gi et noyaktig svar pd innhold av slike komponenter i proven.

2.4.2.2 PCR

Polymerasekjedereaksjon (PCR) brukes til & amplifisere sma mengder DNA til millioner av
identiske kopier (Watson, 2014, s .158). Templatet er den delen av genomet som skal kopieres
og oppkonsentreres. Det benyttes to spesifikke primere som binder seg til motsatte sider av
templat DNA, en til 5’-enden («forward») og en til 3’-enden («reverse»). Dette skjer ved
komplementaer baseparing. Nar primerne er bundet til templatet, kan det varmestabile enzymet
Tag DNA polymerase syntetisere og dermed forlenge primeren, slik at det ender opp med
mange kopier av sekvensen. dNTPer (dATP, dGTP, dTTP og dCTP) benyttes som byggesteiner
i det nye dobbelttrddede DNAet.
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Reaksjonen skjer i tre trinn. Det forste trinnet innebaerer denaturering av mal-DNA til ssDNA
(enkelttrddet DNA), ved ca. 95°C (Tronsmo, 2016, s.319-321). Neste trinn er annealing
(sammensmelting/hybridisering), der temperaturen senkes til 50-70°C, slik at primerne kan
binde seg til komplementare sekvenser pd det enkelttradede mal-DNAet. Til slutt vil det skje
en forlengelse (polymerisering) av DNA ved 72°C. Nar temperaturen ved dette trinnet okes
igjen, kan Tag-polymerase utvide primerne og det vil skje syntese av nye DNA-trdder (Adams
& Moss, 2008, s.391-393). Disse tre trinnene gjentas i 30-40 sykluser, slik at det til slutt er
mange kopier av det opprinnelige DNAet. Antall DNA molekyler dobles i hver syklus, og antall

kopier vil derfor ha en eksponentiell vekst.

I denne studien ble det benyttet bdde singelplex- og multiplex-PCR. Ved singelplex-PCR blir
ett mal amplifisert, der det benyttes én primer for deteksjon av en enkelt malsekvens (Adams
& Moss, 2008, s.392). Ved multiplex-PCR kan flere primerpar amplifiseres for flere

malsekvenser, i en reaksjon.

2.4.2.3 AGAROSEGELELEKTROFORESE

Gelelektroforese er en teknikk som benyttes for & separere DNA fragmenter, RNA og proteiner
basert pa deres storrelse og ladning (Tronsmo, 2016, s.318). Ettersom alle DNA-molekyler har
samme mengde ladning per masse, kan de skilles kun basert pa sterrelse ved bruk av
elektroforese. Ved agarosegelelektroforese er gelen laget av agarose, og det er
agarosemolekyler som holder gelen sammen med hydrogenbénd og danner sma porer 1 gelen.
Prover blir plassert i bronner i enden av gelen som er i1 kontakt med elektrodebuffere (Watson,
2014, s.148). Nar elektroforesen skrus pa, vil molekyler vandre mot den positive polen. Arsaken
til dette er at DNA-molekyler er negativt ladet grunnet fosfatgrupper. De minste molekylene
vil vandre lengst, gjennom porene i gelen. P4 denne maten er det mulig & skille de ulike
molekylene pa storrelse. Ved bruk av fargestoffer som binder seg spesifikt til DNA/RNA-
fragmenter, kan molekylene observeres som band pa gelen under UV-lys (Tronsmo, 2016,
s.318). Bandene sammenlignes med en «ladder», som inneholder DNA/RNA fragmenter med

kjente lengder, og brukes som referanse.

2.4.2.4 SANGER-SEKVENSERING
Sekvensering betyr & finne rekkefolgen aminosyrer i et protein eller rekkefelgen til
nukleotidene i DNA eller RNA (Tronsmo, 2016, s.321-322). Sanger-sekvensering er en

forstegenerasjons DNA-sekvensering som benytter DNA-polymerase til a4 kopiere den
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opprinnelige ssDNA-traden. Det tilsettes ogsé en primer, som er en ssDNA-trdd som bindes til
DNA og blir startpunkt for polymerasen. Prosessen bestér av denaturering av templat DNA til
ssDNA. Primeren bindes, temperaturen heves og DNA-polymerase kan syntetisere nytt DNA.

DNA-polymerase fortsetter syntetiseringen frem til den meter pd en dideoksyribonukleotid.

Dideoksybaser tilsettes for terminering av sekvenseringen, og de inkluderer adenin (ddATP),
guanin (ddGTP), tymin (ddTTP) og cytosin (ddCTP) (Tronsmo, 2016, s.322). Forskjellen pa
de vanlige DNA nukleotidene og dideoksyribonukleotidene, er at sistnevnte har en -H gruppe 1
stedet for en -OH gruppe pé karbonatom 3. Det vil ikke vaere mulig & koble pa en ny base nar

-OH gruppen er erstattet med en -H gruppe her. Dette medferer fragmenter med ulik lengde, og

det vil vaere mulig & skille dem ved bruk av gelelektroforese eller kapillaerelektroforese.

I denne studien ble Sanger-sekvensering benyttet for 16S rRNA, som er en vanlig metode for
identifisering av bakterier og karakterisering av bakteriestammer (Janda & Abbott, 2007). Etter
sekvensering kan ulike gener identifiseres ved bruk av ulike databaser og isolater kan «types»
med en teknikk som kalles multilocus sekvens typing (MLST) (Jolley et al., 2012). Denne
teknikken kan se forhold mellom relaterte organismer og benyttes til identifisering av

mikrobielle stammer.

2.4.2.5 HELGENOMSEKVENSERING MED ILLUMINA MISEQ

Utviklingen innen sekvensering har vert stor de arene (Kozich et al., 2013). Tidligere var det
mulig & sekvensere hundrevis av 16S rRNA genfragmenter, men né kan nestegenerasjons
sekvensering, sekvensere flere millioner fragmenter. Identifikasjon av isolatene kan gjores med
ribosomal multilocus sekvenstyping (rMLST), som bruker referansesekvenser til & identifisere
ulike gener (Jolley et al., 2012). Som MLST bruker rMLST referansesekvenser til 4 identifisere
genvarianter, men rMLST kan se variasjoner innen 53 ulike gener som koder for ribosomale
protein-underenheter (rps gener). Slike gener er ideelle mal for universell karakterisering av

bakteriearter.

Helgenomsekvensering med Illumina MiSeq inkluderer forberedelse av bibliotek,
klusterdannelse, sekvensering og datanalyse (Illumina Inc., 2017). Biblioteket bestar av
tilfeldige fragmenter fra DNA-preven, samt at spesifiserte adaptere ligeres pd begge ender.
Adapter-fragmentene amplifiseres ved PCR. Ved dannelse av kluster fester DNA fra biblioteket

seg til komplementzare oligonukleotider, ved noe som kalles «bridge»-amplifisering. Etter dette
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er klusterne klare for sekvensering. Nukleotider inkorporeres i den voksende DNA-trdden og
blir en del av sekvensen (Grada & Weinbrecht, 2013). For deteksjon av nukleotidsekvenser og
bestemmelse av rekkefelgen pé nukleotider, er MiSeq avhengig av fluorescerende merkede

nukleotider.

2.4.3 SENSITIVITETSTESTING AV ANTIBIOTIKA

MIC (minimum inhiberingskonsentrasjon) er den laveste konsentrasjonen av et kjemikalie, for
eksempel antibiotika, som motvirker synlig vekst av bakterier (Chaitanya et al., 2014).
Sensitivitetstesting med MIC er en metode som benyttes til & estimere sensitiviteten til bakterier
og mikroorganismer for et legemiddel. Dersom en bakterie viser fenotypisk resistens mot tre

eller flere klasser av antibiotika, defineres den som multiresistent (Magiorakos et al., 2012).

«European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing» (EUCAST) sin oppgave er a
standardisere brytningspunkter for ulike typer antibiotika (Rodloff et al., 2008). Ulike bakterier
har forskjellige brytningspunkter for ulike typer antibiotika. PK-PD verdier er ikke relatert til
noen spesifikk art, og kan benyttes nér det ikke finnes noen spesifikk brytningsverdi for en type
antibiotika for en bakterie (EUCAST, 2020). Ikke alle typer antibiotika har oppgitt et
brytningspunkt for enkelte bakterier. «-» Indikerer at sensitivitetstesting ikke anbefales
ettersom arten er et darlig mal for behandling med middelet og «IE» indikerer at det ikke er

tilstrekkelig bevis for at organismen eller gruppen er et godt mal for terapi med middelet.

EUCAST sine brytningspunkter brukes til & kategorisere resultater inn i tre ulike grupper
(EUCAST, 2020).
1. Sensitiv for standard dosering: Nar det er stor sannsynlighet for terapeutisk suksess ved
bruk av standard dosering av et middel.
2. Mottakelig for ekt eksponering: Nar det er stor sannsynlighet for terapeutisk suksess
ved bruk av gkt dosering eller konsentrasjon av et middel.
3. Resistent: Néar det er stor sannsynlighet for terapeutisk svikt, selv ved okt eksponering

av et middel.

For sensitivitetstesting av antibiotika er det vanlig & bruke Mueller-Hinton (MH) agar
(Chaitanya et al., 2014). Noen organismer er komplekse og kan ha behov for spesiell nering
for & vokse. I slike tilfeller kan Mueller Hinton Fastidious (MH-F) agar, som inneholder lysert

hesteblod og beta-NAD, benyttes (EUCAST, 2020).
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3.0 METODER OG MATERIALER

3.1 OVERSIKT OVER PROSESSEN OG METODER

Figur 3.1 gir en forenklet oversikt over de ulike prosessene som ble gjennomfort i denne studien.
Det startet med innhenting av prever som ble blandet og fortynnet for de ble sddd ut pa ulik
agar. Provene ble dyrket i BHI-buljong, for DNA ble isolert og ekstrahert. Det ble gjennomfort
renhetsmaling og kvantifisering av DNAet for PCR ble kjort. Gelelektroforese ble gjort for alle
PCR-produktene. Produktene fra 16S rRNA PCR ble videre renset, kvantifisert og sendt til
sekvensering, for det til slutt ble gjennomfoert databehandling av resultatene i BLAST. Alle
provene ble fryst ned ved -80°C til langtidsoppbevaring og senere bruk. Utvalgte prever ble

sensitivitetstestet med MIC og enkelte preover ble sendt til Illumina MiSeq for

helgenomsekvensering.
[ Innhente praver ]
[ Mikse/fortynne prover ]

1

[ Utsding pd ESBL-, CRE- og blodagar ]

!

[ Oppdyrking i BHI-buljong ]
[ Isolere/ekstrahere DNA ] > -80°C
[ Renhetsmaling/kvantifisering ] ¥ p 8
¥ R 4
[ 16S rRNA PCR ] [ Multiplex PCR ]
[ Gelelektroforese ] [ Gelelektroforese ]
[ Rensing av PCR-produkt ]

!

Kvantifisering av PCR-produkt

!

Sende prover til sekvensering ]

!

[ Databehandling med BLAST ]

)
—

)

Figur 3.1. lllustrasjon av prosessen og de ulike metodene som ble benyttet i oppgaven.
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3.2 PROVEINNSAMLING

Alle provene ble kjopt inn i Norge og analysert for «best for dato», og skal derfor vare av god
kvalitet. Tabell 3.2 viser en oversikt over de ulike pravene som ble benyttet i oppgaven. Prove-

ID for de ulike prevene er inkludert i tabellen.

Tabell 3.2. Oversikt over provene som er inkludert i oppgaven, med prove-ID.

Preve ‘ Preve-ID
Bladsalat (ferdig vasket, importert fra Spania og Italia)
Blandet salat (babyleaf) ‘ Bl
Kyllingsalat (spiseklar)
Blandet salat (isbergsalat, fiséesalat, raddichosalat, redkal og purre) K1
Kylling K2
Pasta K3
Skinkesalat (spiseklar)
Blandet salat (isbergsalat, mais, gulrot og radkal) S1
Skinke S2
Ost S3

3.3 OPPDYRKING AV BAKTERIER

3.3.1 FORARBEID

Alle provene ble veid opp i hver sin sterile plastpose med filter (VWR®), for de ble fortynnet
med 100 ml autoklavert vann. Deretter ble de blandet ved bruk av Stomacher® 400 Lab Blender
(Seward). Posene med de blandede provene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer. Tabell 3.3.1.1

viser en oversikt over vekten til de ulike provene.

Tabell 3.3.1.1. Vekt (g) av de ulike provene og mengde (ml) autoklavert vann som hver prove ble fortynnet med.

Prove Vekt av preove (g) Autoklavert vann (ml)
B1 24,49 100
K1 32,98 100
K2 38,88 100
K3 44,74 100
S1 49,61 100
S2 38,95 100
S3 39,20 100
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Videre ble det benyttet forskjellige vekstmedier for deteksjon av ulike egenskaper hos
bakteriene. Dette ga opphav til endelig prove-ID for videre bruk, som vist i tabell 3.3.1.2.

Tabell 3.3.1.2. Oversikt over endelig prove-ID for de ulike provene.

Prove Blodagar CRE ESBL
B1 B1.B B1.C Bl.E
K1 K1.B K1.C K1.E
K2 K2.B K2.C K2.E
K3 K3.B K3.C K3.E
S1 S1.B S1.C S1L.E
S2 S2.B S2.C S2.E
S3 S3.B S3.C S3.E

3.3.2 BLODAGAR

For 4 undersgke hemolyseaktivitet hos bakterier i provene, ble blodagar av typen «Tryptone
Soya Agar with Sheep Blood» benyttet (Thermo Scientific Inc). Hver prave ble fortynnet med
autoklavert vann til 1:100, 1:500, 1:1.000 og 1:10.000, for de ble sddd ut pa blodagar. Prevene
ble inkubert ved 37 °C i 48 timer. Etter inkubering, ble en koloni med beta-hemolyse fra hver
prove podet over til en ny blodagarskal ved bruk av en steril podenél. Skalene ble inkubert ved
37°C i 24 timer, for nye kolonier igjen ble podet over til en ny blodagarskal, som igjen ble

inkubert ved 37°C i nye 24 timer.

3.3.3 ESBL- 0G CRE-AGAR

Agar som ble benyttet for deteksjon av resistente bakterier var Brilliance™ ESBL (Thermo
Scientific Inc) og Brilliance™ CRE (Thermo Scientific Inc). Prevene ble tatt direkte ut av
filterposen ved bruk av pipette. 1 ml fra hver prove ble sddd ut pa en Brilliance™ ESBL skal og
1 ml fra hver preve ble sddd ut pa en Brilliance™ CRE skal. Skalene ble inkubert ved 37 °C i
48 timer. Ved vekst av kolonier ble en tilfeldig koloni fra hver skal podet videre til en ny skal
ved bruk av en steril podendl. Skélene ble inkubert ved 37 °C i 24 timer. Deretter ble en ny

koloni fra hver skél igjen podet videre til nye skéler, og inkubert ved 37°C i 24 timer.

Etter sekvensering ble prove B1.B sadd ut pd en ESBL-skal og preve S3.B sddd ut pd en MRSA-
skal. Koloniene ble podet over til fra de opprinnelige skalene til de nye, ved bruk av en steril

podenél og de ble inkubert ved 37 °C i 24 timer.
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Koloniene som vokste pd Brilliance™ ESBL (Thermo Scientific Inc), Brilliance™ CRE
(Thermo Scientific Inc) og MRSASelect™ II (Thermo Scientific Inc) hadde ulike farger. Tabell
3.3.3 viser en oversikt for fargescreening av de ulike koloniene, ved bruk av tilherende

protokoller (Thermo Scientific Inc).

Tabell 3.3.3. Fargescreening av kolonier fra Brilliance™ ESBL, Brilliance™ CRE og MRSASelect™ II.

ESBL

Bld/rosa Escherichia coli

Gronn Klebsiella, Enterobacter, Serratia eller Citrobacter

Brun «haloy» | Proteus, Morganella, Providencia

Fargelos Salmonella, Acinetobacter eller andre

CRE

CRE-positiv CRE-negativ

Blek rosa Escherichia coli Hvit/fargeles | Acinetobacter

Bla Klebsiella, Enterobacter, Brun «halo» | Proteus, Morganella eller
Serratia eller Citrobacter Providencia

MRSA

Bla Staphylococcus aureus

3.3.4 OPPDYRKING I BHI-BULJONG

Fra prevene som hadde vekst p& Brilliance™ ESBL (Thermo Scientific Inc) og Brilliance™
CRE (Thermo Scientific Inc), ble det plukket en tilfeldig koloni med en steril podenal, som ble
inokulert i rer med 500 pl Brain Heart Infusion (BHI) buljong (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Fra blodagar ble samme metode benyttet for en koloni med beta-hemolyse fra hver skal. Rorene

ble inkubert ved 37°C i 24 timer, for videre bruk til isolering og ekstraksjon av DNA.

3.4 ISOLERING OG EKSTRAKSJON AV DNA

For isolering og ekstraksjon av DNA ble GenElute™ Bacterial Genomic DNA kit (Sigma-
Aldrich) benyttet. Prosedyren for G bakterier ble gjennomfert som beskrevet i
bruksanvisningen, med unntak av trinnet for eluering. I stedet for tilsetning av 200 pl med
tilherende elueringsbuffer, ble 25 ul av SequalPrep™ Nominalization Elution Buffer (Thermo
Fisher Scientific Inc) benyttet. Arsaken var at den opprinnelige elueringsbufferen inneholdt

etylendiamintetraacetat (EDTA) som kunne hemme sekvensering.
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Eluatet inneholdt til slutt rent genomisk DNA og 500 pl fra hver prove ble overfort til kryorer
sammen med 500 pl 60 % glyserol. Rarene ble fryst ned til -80 °C, for senere bruk og
langtidslagring.

3.5 RENHETSMALING OG KVANTIFISERING AV DNA

Renhetsmaling av DNA ble gjennomfert ved bruk av spektrofotometeret Nanodrop 2000
(Thermo Fisher scientific Inc.) og den tilhgrende programvaren NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Fisher scientific Inc.). Renhetsmélingen ble gjennomfert som beskrevet i protokollen
som medfolger. Forst ble apparatet kalibrert ved at 2 pl destillert vann ble plassert pa linsen.

Videre ble 2 pl fra hver prove plassert pa linsen, og absorbans ved 260 nm og 280 nm ble avlest.

Kvantifisering av. DNA ble gjennomfert ved bruk av Qubit® 2.0 Fluorometer (Life
technologies, Thermo Fisher Scientific Inc), som anvist i bruksanvisningen for dSDNA BR.
Arbeidslesningen ble laget med Qubit™ dsDNA BR (broad range) Buffer og Qubit™ dsDNA
BR Reagent. Mengden som ble tilsatt var antall praver * 199 ul for bufferen og antall prover *
1ul for reagenten. Standard 1 og standard 2 ble laget med 190 pl arbeidslesning og 10 pl med
standardlesning. Provene som skulle méles ble laget med 198 pl arbeidslesning og 2 pl fra den
rensede DNA-proven. Standardene og provene ble laget i tilherende proverer etter protokollen,
og avlest av Qubit® 2.0 Flurometer (Life technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.). De to

standardene ble forst avlest. Deretter ble resten av provene lest av og resultatene ble oppgitt i

ng/pl.

3.6 AMPLIFISERING AV DNA MED PCR

3.6.1 16S RRNA PCR
Det ble gjennomfort singelplex PCR for 16S rRNA amplifikasjon, ved bruk av iProof™ High-
Fidelity DNA Polymerase kit (Bio-Rad Laboratories). Tabell 3.6.1.1 viser en oversikt over de

ulike reagentene som ble tilsatt i miksen for & forberede det genomiske DNAet for reaksjonen.
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Tabell 3.6.1.1. Miks med ulike reagenter for forberedelse av genomisk DNA for 16S rRNA PCR. Sluttkonsentrasjon

og volum (ul) er oppgitt.

Volum, pl

Reagent Sluttkonsentrasjon (1 reaksjon)
iProof HF buffer Ix 8
dNTPer 200 uM 0,8
Forward primer 0,25 uM 2
Reverse primer 0,25 uM 2
PCR grade H,O TOTALT 40 pl 24,8
iProof DNA polymerase 0,02 U/ul 0,2
Templat DNA 7,5-150 ng 2

TOTALT 40

De ulike reagentene ble tilsatt i hver sitt PCR-rer av typen MicroAmp® 8-Tube Strip (Life

Technologies), og templat DNA ble tilsatt til slutt. Prever med hey konsentrasjon (>100 ng/l)

ble fortynnet 10x for bruk. Rerene ble plassert i brenner fra MicroAmp (Applied Biosystems),

for lokkene av typen MicroAmp® 8-Cap Strip (Life Technologies) ble satt pa rerene. PCR-

maskinen som ble benyttet var SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), og

PCR-programmet som ble benyttet til 16S rRNA amplifisering er vist i tabell 3.6.1.2. Hvert ror

inneholdt til slutt 40 pl, og dette ble registrert sammen med valg av PCR-program.

Tabell 3.6.1.2. PCR program for 16S rRNA amplifisering.

Steg Temperatur (°C) Tid (min)
Syklus 1 (x1)

Aktivering av DNA-polymerase 98 00:30
Syklus 2 (x35)

Denaturering 98 00:10
Annealing 55 00:30
Ekstensjon 72 00:45
Syklus 3 (x1)

Endelig ekstensjon 72 10:00
Nedkjeling 4 0

Primerene (Thermo Scientific) som ble benyttet til 16S rRNA amplifisering er vist i tabell

3.6.1.3.
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Tabell 3.6.1.3. Primere for 16S rRNA amplifisering.

Primer Primersekvens (5°-3’) Antall basepar
Forward GAGTTTGATCCTGGCTCAG 1505
Reverse GGTTACCTTGTTACGACTT

3.6.2 MULTIPLEX PCR

Multiplex PCR ble gjennomfert med ulike kombinasjoner av primere (multiplex) for a
undersoke om det var ESBL- eller karbapenemase-genotyper i provene. Qiagen ® Multiplex
PCR kit (Qiagen) ble benyttet, og tabell 3.6.2.1 viser en oversikt over de ulike komponentene

som ble brukt.

Tabell 3.6.2.1. PCR miks benyttet for undersokelse av ESBL- og karbapenemase-genotyper. Inkluderer

sluttkonsentrasjon og volum (ul) for de ulike komponentene.

Komponent Sluttkonsentrasjon Volum (pl)
Reaksjonsmix

2 x QIGEN Multiplex PCR master mix I x 12,5

10 x primer mix (2 pM av hver primer) 0,2 uM av hver primer 2,5
RNAse-fritt vann - 9
Templat DNA <1 ug DNA/reaksjon 1
Totalt reaksjonsvolum 25

For multiplex PCR ble samme ror, lokk og PCR-maskin som for 16S rRNA benyttet. PCR-
programmene som ble benyttet er oppgitt i tabell 3.6.2.2. Rerene inneholdt til slutt 25 pl, noe

som ble registrert ved valg av PCR-program.

Tabell 3.6.2.2. PCR program benyttet for undersokelse av ESBL- og karbapenemase-genotyper.

Steg Temperatur (°C) Tid (min)
Syklus 1

Aktivering av DNA-polymerase 95 15:00
Syklus 2!

Denaturering 94 00:30
Annealing 62 01:30
Ekstensjon 72 01:30
Syklus 3

Endelig ekstensjon 72 10:00
Nedkjeling 4 0

1 Syklus 2 ble gjentatt 28 ganger for ESBL og 30 ganger for karbapenemase
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Primerene (Thermo Scientific) som ble benyttet til PCR for deteksjon av ESBL- og

karbapenemase-genotyper er oppgitt i tabell 3.6.2.3 og tabell 3.6.2.4.

Tabell 3.6.2.3. Primere benyttet til undersokelse av ESBL-genotyper.

Primer Gen Primersekvens (5°-3”) Antall basepar Referanse
ESBL
Multiplex 1
MultiOxa48-F blaoxs-4s | GCTTGATCGCCCTCGATT 281 (Dallenne et
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA al., 2010)
MultiCTXMGp2-F | blactx-m | CGTTAACGGCACGATGAC 404 (Dallenne et
MultiCTXMGp2-R | (gr. 2) CGATATCGTTGGTGGTTCCAT al., 2010)
MultiTSOO-F blaoxa GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 (Dallenne et
MultiTSOO-R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG al., 2010)
MultiTSOS-F blasnv AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 (Dallenne et
MultiTSOS-R ATCCCGCAGATAAATCACCAC al., 2010)
Multiplex 2
MultiCTXMGp9-F | blactxm | TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561 (Dallenne et
MultiCTXMGp9-R | (gr. 9) TGATTCTCGCCGCTGAAG al., 2010)
MultiCTXMGp1-F | blactxm | TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 (Dallenne et
MultiCTXMGp1-R | (gr. 1) CGATATCGTTGGTGGTRCCAT al., 2010)
MultiTSOT-F blatem CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 (Dallenne et
MultiTSOT-R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC al., 2010)
Multiplex 3
NDM-F blanpm TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 157 (Finton et al.,
NDM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 2020, innsendt
manuskript)
VIM-F blavim ATAGAGCTCAGTGTGTCGGCAT 564 (Finton et al.,
VIM-R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT 2020, innsendt
manuskript)
KPC-F blaxec TCCGTTACGGCAAAAATGCG 460 (Finton et al.,
KPC-R GCATAGTCATTTGCCGTGCC 2020, innsendt
manuskript)
Multiplex 4
rpoB-F rpoB CAGGTCGTCACACGGTAACAAG 512 Universale
rpoB-R GTGGTTCAGTTTCAGCATGTAC primere
16S-F 16S AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1505 Universale
16S-R rRNA GYTACCTTGTTACGACTT primere
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Tabell 3.6.2.4. Primere benyttet til undersokelse av karbapenemase-genotyper.

Primer Gen Primersekvens (5°-3”) Antall basepar Referanse

Karbapenemase

Multiplex 1

CMY2-F blacmy GCATCTCCCAGCCTAATCCC 188 (Finton et al.,
CMY2-R TTCTCCGGGACAACTTGACG 2020, innsendt
manuskript)
MultiOxa48-F blaoxa-as | GCTTGATCGCCCTCGATT 281 (Dallenne et
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA al., 2010)
IMP-F blamp ACAGGGGGAATAGAGTGGCT 393 (Finton et al.,
IMPR AGCCTGTTCCCATGTACGTT 2020, innsendt
manuskript)
VIM-F blavim ATAGAGCACACTCGCAGACG 564 (Finton et al.,
VIM-R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT 2020, innsendt
manuskript)
Multiplex 2
NDM-F blanom TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 157 (Finton et al.,
NDM-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT 2020, innsendt
manuskript)
SFC-F blasrc GGAGGGCGAATTGGGGTTTA 268 (Finton et al.,
SFC-R CACTGTACTGCAGAGTGGCA 2020, innsendt
manuskript)
KPC-F blaxrc TCCGTTACGGCAAAAATGCG 460 (Finton et al.,
KPC-R GCATAGTCATTTGCCGTGCC 2020, innsendt
manuskript)

3.7 IDENTIFISERING AV DNA/RNA-FRAGMENTER VED

AGAROSEGELELEKTROFORESE

Agarosegelelektroforese ble gjennomfert for pavisning av PCR-produkter. Det ble benyttet en
0,8% agarosegel som ble laget av SeaKem® LE Agarosepulver (Cambrex Bio Science
Rockland, Inc.), 1X TAE (Tris-acetat-EDTA) buffer og GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain,
10,000X (Biotium). 50X TAE buffer ble laget av 50 mM EDTA disodium salt, 2 M tris og 1 M
glacial/acetic acid som videre ble fortynnet til 1X TAE. Forst ble agarosepulveret og 1X TAE
blandet og kokt i mikrobeglgeovn. Deretter ble blandingen nedkjelt for tilsetting av farge (5 pl

farge/100 ml vaeske). Gelen ble stopt i form med kammer for forming av brenner.
Ladderen som ble benyttet ble laget av 1 pl 100 bp (basepar) DNA Ladder (BioLabs Inc.), 4 pl

Gel Loading Dye Purple, 6X (BioLabs Inc.) og 20 pl 1X TAE. 6 ul av ladder ble applisert i

hver brenn der det skulle vere en ladder. Resten av prevene som skulle appliseres i brenner,
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ble blandet med 3 pl fra hver prove med DNA, 3 ul Agarose gel loading dye, 6X (VWR Life

Science) og 4 ul MilliQ vann. 10 pl av hver prove ble tilsatt i hver sin brenn.

Gelen ble kjort pa PowerPac™ Basic 300V (Bio-Rad Laboratories, Inc.), ved mellom 80-120V.
Bilder av gelen ble tatt med maskinen GelDoc™ XR (Bio-Rad Laboratories, Inc.), og det

tilherende dataprogrammet Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Inc.) ble benyttet.

3.8 SEKVENSERING AV PCR-PRODUKT

3.8.1 RENSING AV PCR-PRODUKT
For rensing av PCR-produkt ble GenElute™ PCR Clean-Up kit (Sigma-Aldrich) benyttet som
beskrevet i protokollen. Etter rensing ble konsentrasjonen malt ved bruk av Qubit, som forklart

1 avsnitt «3.5 Renhetsmaling og kvantifisering av DNAy.

3.8.2 SANGER-SEKVENSERING

For sanger-sekvensering ble pravene sendt til GATC Biotech/Eurofins, Tyskland. For sending
ble provene tilsatt i 1,5 ml microtubes (Axygen) sammen med primer. Hver prove ble tilsatt i
ett ror med forward primer og 1 ett ror med reverse primer. Mengde prove og mengde primer
som ble tilsatt var avhengig av malt konsentrasjon. Tabell 3.8.2 viser en oversikt over forholdet

mellom preve og primer som ble tilsatt i rarene som skulle sendes.

Tabell 3.8.2. Mengde prove og mengde primer som ble tilsatt for sending til sekvensering.

Konsentrasjon i preve Prove (ul) Primer (ul)
<20 ng/pul 7 3
20-80 ng/ul 5 5
> 80 ng/pl 3 7

3.8.3 DATA-ANALYSE

Resultatene fra sanger-sekvensering ble mottatt som radata, med resultater fra forward og
reverse hver for seg. Programmet BioEdit ble benyttet til & kutte bort dérlige og ujevne deler av
sekvensene. Deretter ble sekvensene fra forward og reverse slitt sammen til en lengre sekvens
(contig-sekvens) i fasta fil, som kunne benyttes til videre analyser. Contig-sekvensene ble brukt
videre i Nucleotid BLAST (nBLAST), og databasen som ble valgt var «Reference RNA
sequences (refseq rna)». Resultatene fra nBLAST ble oppgitt som bakteriestammer med en

identitetsscore og query cover.

40



3.9 SENSITIVITETSTESTING AV ANTIBIOTIKA

For a teste bakterienes sensitivitet for antibiotika ble MIC-testing benyttet for uvalgte prover
(B1.1,B1.2,K1.3,K3.1, S1.2 og S3.1). Prevene som var oppbevart ved -80 °C ble benyttet, og
stregket ut pA MH agar (Thermo Scientific) ved bruk av sterile podenéler. Skilene ble inkubert
ved 37 °C i 24 timer. Kolonier fra MH agar ble plukket ved bruk av sterile Q-tips og ble
inokulert 1 steril saltlgsning (0,85% NaCl i vann). Prevenes ble sammenlignet med standarden
fra McFarland (Dalynn biologicals). Nér riktig turbiditet i preven var oppnidd, ble prevene
sadd ut pa ny MH agar ved bruk av sterile Q-tips. Ved darlig vekst pd vanlig MH-agar skulle
MH-F agar benyttes, men som folge av Coronaviruset var laboratoriet stengt og analysene ble

ikke gjennomfort.
Videre ble ulike strips fra ETEST® (bioMérieux) og MIC (Liofilchem) benyttet. Testingen

foregikk som beskrevet fra produsenten. De ulike typene antibiotika som bakteriene ble testet

for, samt konsentrasjonen av de ulike typene, er oppgitt i tabell 3.9.
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Tabell 3.9. Typer av antibiotika som ble sensitivitetstestet. Type antibiotika og konsentrasjonen (ug/ml) som

provene ble utsatt for er oppgitt.

Antibiotikatype Konsentrasjon (ng/ml)
Penicilliner (B-laktam)

Ampicillin (AM)

Amoxicillin (AMC) 0,16-256
Cefalosporiner (B-laktam)

Cefotaxim (CT) 0,002-32
Cefepim (FEP) 0,016-256
Karbapenemer (B-laktam)

Imipenem (IP)

Meropenem (MP) 0,002-32
Fluorokinoloner

Ciprofloxacin (CI) 0,002-32
Aminoglykosider

Amikacin (AK)

Gentamicin (GM) 0,016-256
Streptomycin (S) 0,064-1024
Pyrimidiner

Trimetoprim (TM) 0,002-32
Makrolider

Erytromycin (EM) 0,016-256

MIC kliniske brytningspunkt fra EUCAST ble benyttet til & bestemme resistens eller toleranse

av antibiotika for de ulike bakteriene.
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3.10 ILLUMINA MISEQ SEKVENSERING

For Illumina sekvensering ble provene sendt til norsk sekvenseringssenter (UiO, Oslo). Prevene
ble forberedt med Nextera™ 200 DNA Flex Tagmentation (Illumina Inc.) og sekvensert pé en
[llumina MiSeq plattform. Det ble tilsatt 200 ng DNA-ekstrakt til 20 pl sterilt vann, i et 1,5 ml
eppendorfrer. Sammen med prevene ble det sendt med en gel som viste at det var DNA til stede

1 provene.

Resultatet (reads) ble sendt i komprimert format (.tar fil) til veileder Bjorn-Arne Lindstedt, og
be pakket ut ved hjelp av programmet 7-zip. «Reads»-filene ble videre lastet opp pa en Galaxy-
plattform der de ble renset med programmet «Trimmomatic». Galaxy benytter programmet
PROKKA for annotering (sammensetting) av contig-sekvensene fra Shovill/SPades. For & finne
resistensgener ble filene skannet med The Comprehensive Antibiotic Resistance Database
(CARD) og The Bacterial Antimicrobial Resistance Reference Gene Database (ved NCBI). The
virulence factor database (VFDB) ble benyttet for skanning av virulensgener. Isolater ble typet
med MLST og Serotyping ved Center for Genomic Epidemiology, og identifikasjon av
isolatene ble gjort med rMLST.
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4.0 RESULTATER

4.1 FENOTYPISKE RESULTATER

4.1.1 PAVISNING AV KOLONIER PA SELEKTIVE SKALER

Det ble benyttet ulike selektive skdler for pavisning av fenotypiske resultater. Skélene
inkluderte blodagar av typen «Tryptone Soya Agar with Sheep Blood», Brilliance™ CRE og
Brilliance™ ESBL. P4 blodagar ble koloniene og hemolyseaktivitet vurdert og tolket. For de to
siste skdlene ble det gjennomfoert en fargescreening og deretter en tolkning av hvilke bakterier
som kunne vere tilstede i proven. Resultatene fra de selektive skélene, med bilder, beskrivelse

av utseende og tolkning, er vist i tabell 4.1.1.

Tabell 4.1.1. Pdvisning av kolonier pd blodagar, Brilliance™ CRE- og Brilliance™ ESBL-skdiler, samt
fargescreening for kolonier pd Brilliance™ CRE- og Brilliance™ ESBL-agar. Beskrivelse av utseende samt

tolkning av resultatet er inkludert.

\ Selektiv agar \ Utseende \ Tolkning
B1 — Blandet salat
B1.B -hemolytisk Mulig patogen
B1.C Hvit/lys gul CRE-negativ
Acinetobacter
Brilliance™ CRE
B1.E Gul/brun Proteus, Morganella eller
Providencia
Brilliance™ ESBL
K1 — Kyllingsalat (blandet salat)
K1.B 177X 3-hemolytisk Mulig patogen
' Blodagar
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K1.C Bld/grenn CRE-positiv
Klebsiella, Enterobacter,
. Serratia eller Citrobacter
Brilliance™ CRE
K1.E : Gul/brun Proteus, Morganella eller
// Providencia
Brilliance™ ESBL
K2 — Kyllingsalat (kylling)
K2.B S 3-hemolytisk Mulig patogen
Blodagar
K2.C = S Rosa CRE-positiv
' E. coli
 Brilliance™ CRE
K2.E Gul/brun Proteus, Morganella eller
Providencia
" Brilliance™ ESBL
K3 — Kyllingsalat (pasta)
K3.B -hemolytisk Mulig patogen
Blodagar
K3.E Fargelos Salmonella, Acinetobacter eller
andre
‘\
Brilliance™ ESBL
S1 — Skinkesalat (blandet salat)
S1.B -hemolytisk Mulig patogen

Blodagar
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S1.C Hvit/lys gul CRE-negativ
Acinetobacter
Brilliance™ CRE
S1.E Gul/brun Proteus, Morganella eller
Providencia
Brilliance™ ESBL

S2 — Skinkesalat (skinke)

S2.B -hemolytisk Mulig patogen
Blagar
S2.C Hvit/lys gul CRE-negativ
Acinetobacter
Brilliance™ CRE
S2.E Gul/brun Proteus, Morganella eller
Providencia
Brilliance™ ESBL

S3 — Skinkesalat (ost)

S3.B

e g
Blodagar

Ingen hemolyse

Ikke-hemolyserende bakterie

Tabell 4.1.1 viser at det ble observert vekst av kolonier pa alle skéler med unntak av prove
K3.C, S3.C og S3.E. Disse provene ble derfor ikke inkludert videre i studien. Pa alle skilene
med blodagar, med unntak av S3.B, var det vekst av kolonier med beta-hemolyse, og tolkningen

av dette var at bakteriene kunne vere patogene. Prove S3.B hadde vekst av kolonier uten

hemolyse, noe som indikerte at det var en ikke-hemolyserende bakterie.
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Prove B1.C, S1.C og S2.C hadde vekst av hvite eller lyse gule kolonier pa Brilliance™ CRE,
noe som ble tolket til at bakteriene var CRE-negative og kunne vere Acinetobacter. Prove K1.C
vokste med bl og grenne kolonier pé Brilliance™ CRE og ble tolket til & vaere CRE-positiv og
at det kunne vere Klebsiella, Enterobacter, Serratia eller Citrobacter som vokste. Prove K2.C
vokste med rosa kolonier pa Brilliance™ CRE og ble tolket til at det kunne vere E. coli som

vokste opp pa skélen.

P& Brilliance™ ESBL skalene vokste det gule og brune kolonier fra prove B1.E, K1.E, K2.E,
S1.E og S2.E. Resultatene ble tolket til at bakteriene som vokste pa disse skdlene kunne vaere
Proteus, Morganella eller Providencia. Preve K3.E hadde fargelese kolonier pa Brilliance™
ESBL, noe som ble tolket til at det kunne vaere Salmonella, Acinetobacter eller andre bakterier

som vokste der.

4.2 GENOTYPISKE RESULTATER

4.2.1 RENHETSMALING OG KVANTIFISERING

Etter ekstraksjon og isolasjon av DNA fra de ulike prevene ble konsentrasjon (ng/pl) malt ved
bruk av Qubit. I tillegg ble pravenes renhet malt i absorbans (Az60280 0g A260/230) ved bruk av
NanoDrop. Konsentrasjonen for de ulike prevene var mellom 5,85 og 448 ng/ul etter
ekstraksjon av DNA. Praver med konsentrasjon >100 ng/ul ble fortynnet 10 ganger for videre
bruk. Etter 16S rRNA PCR var konsentrasjonen for de ulike provene mellom 18,5 og 166 ng/ul.
For méling av renhet ved bruk av absorbans, var det enskelig at Asso280 var 1,8 og at Azso/230
var mellom 2,0-2,2. Enkelte av provene malte for hoy eller for lav absorbans, og oppnédde ikke

onsket renhet. Fullstendige resultater er oppgitt i vedlegg A.

4.2.2 PAVISNING VED GELELEKTROFORESE

Det ble gjennomfort gelelektroforese av alle provene med ulike primere. Forst med 16S rRNA
for pavisning av bakterier i proven. Deretter ble det benyttet ulike multiplexer for deteksjon av
resistensgener for ESBL (blaoxa-4s, blacrx-m (gr.1, gr.2 og gr.9), blaox, blasuy, blarem, blayim,
blaxpc) og for karbapenem (blacmy, blaoxa-ss, blamp, blavi, blanpm, blasrc, blakpc).

Resultatene er vist 1 tabell 4.2.2.
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Tabell 4.2.2. Tolkning av resultater fra gelelektroforese med ulike primere.

Gen | 16S ESBL1 ESBL2 ESBL3 CREI1 CRE2
16S OXA-48, CTX-M CTX-M (gr.9), NDM, CMY, OXA-48, NDM,
Prove rRNA | (gr.2), OX4, SHV | CTX-M (gr.1), TEM | VIM, KPC IMP, VIM SFC, KPC
B1.B
B1.C
B1.E
K1.B
K1.C
K1.E
K2.B
K2.C
K2.E
K3.B
K3.E
S1.B
S1.C
S1.E
S2.B
S2.C
S2.E
S3.B

+

I I s
1
1
1
1

Tabell 4.2.2 viser at gelen ga positivt utslag for alle provene med 16S rRNA primer. De ulike

mastermixene ga ingen utslag, hverken for ESBL eller karbapenem.

4.2.3 SEKVENSERING

4.2.3.1 SANGER-SEKVENSERING

Det ble gjennomfort sanger-sekvensering for alle provene ved bruk av ekstrahert og isolert
DNA. Sekvensene ble behandlet i BioEdit, og contig-sekvensene er oppgitt i vedlegg B.
Contig-sekvensene ble vurdert videre i nBLAST. Overordnede resultater er oppgitt i tabell

4.2.3.1, og resultatene fra hele sekvenseringen er oppgitt i vedlegg C.
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Tabell 4.2.3.1. Resultater fra sanger-sekvensering av de ulike provene. Bakterieidentitet, query cover og

identitetsscore er oppgitt.

Prove Bakterieidentitet Query cover Identitetsscore
B1.B Raoultella spp. 99 % 99,19 %
B1.C Stenotrophomonas spp. 100% 98,00%
B1.E Pseudomonas spp. 99% 98,96%
K1.B Pseudomonas spp. 99% 99,56%
K1.E Lactobacillus spp. 99% 99.50%
K2.B Rahnella spp. 99% 98.45%
Serratia spp. 99% 97.76%
K2.E Herbaspirillum spp. 99% 99.04%
K3.B Bacillus spp. 100% 99.80%
S1.B Pseudomonas spp. 99% 99.34%
S1.C Lactobacillus spp. 99% 99.23%
S1.E Burkholderia spp. 99% 98.73%
S2.B Rahnella spp. 99% 98.76%
Serratia spp. 99% 97.59%
S2.E Pseudomonas spp. 100% 99.63%
S3.B Staphylococcus spp. 99% 99.42%

Tabell 4.2.3.1 viser at query cover var mellom 99-100% og at identitetsscoren var fra 97,59-
99,80% for alle pravene. Prove K2.B og S2.B fikk begge utslag for to ulike bakterier med hoy
identitetsscore, og det er derfor vanskelig & si sikkert hvilken bakterie det er i proven. Prove
K1.C,K2.C, K3.E og S2.C hadde dérlige sekvenser og fikk ingen klare utslag ved sekvensering.

Disse provene ble derfor ikke videre inkludert i studien.

4.2.3.2 HELGENOMSEKVENSERING MED ILLUMINA MISEQ
Det ble gjennomfert helgenomsekvensering med Illumina MiSeq for utvalgte bakterier fra

prove B1.B, K1.E, K3.B og S3.B. Resultatene av sekvenseringen er oppgitt i tabell 4.2.3.2.1.

Tabell 4.2.3.2.1. Resultater fra helgenomsekvensering med Illumina MiSeq for prove B1.B, K1.E, K3.B og S3.B.

Prove Art

B1.B Raoultella ornithinolytica 100%
K1.E Pseudomonas protegens 100%
K3.B Rahnella aquatilis 100%
S3.B Staphylococcus saprophyticus 96%
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Tabell 4.2.3.2.1 viser at tre av provene ga 100% utslag for hver sin bakterieart, der prove B1.B
var Raoultella ornithinolytica, prove K1.E var Pseudomonas protegens og prove K3.B var

Rahnella aquatilis. Prave S3.B ga 96% utslag for Staphylococcus saprophyticus.

En oversikt over bakteriestammene som ble funnet i de ulike prevene er vist i figur 4.2.3.2.

[ Proteobacteria ] [ Firmicutes ]
1 4
[ Gammaproteobacteria ] [ Bacilli ]
I
A4 L 2 1
[ Enterobacterales ] [ Pseudomonadales ] [ Bacillales ]
I
. L

[ Enterobacteriaceae ] [ Yersiniaceae ] [ Pseudomonadaceae ] [ Staphylococcaceae ]

1 ! ! !

[ Raoultella ] [ Rahnella ] [ Pseudomonas ] [ Staphylococcus ]
Raoultella Rahnella Pseudomonas Staphylococcus
ornithinolytica aquatilis Pprotegens saprophyticus

Figur 4.2.3.2. Oversikt over bakteriestammene som ble funnet i de ulike provene.

Figur 4.2.3.2 viser at R. ornithinolytica og R. aquatilis stammer fra Enterobacteriales, og
sammen med P. protegens som stammer fra Pseudomonadaceae og Pseudomonadales, stammer
de alle fra Gammaproteobacteria og Proteobacteria. R. ornithinolytica stammer fra
Enterobacteriaceae og R. aquatilis stammer fra Yersiniaceae. S. saprophyticus stammer fra

Firmicutes, Bacilli, Bacillales og Staphylococcaceae.
Helgenomsekvenseringen ga ogsé utslag for ulike gener. Det ble gjort sgk etter virulensgener i

resultatene fra helgenomsekvenseringen, samt gener for toksiner og hemolysiner. Interessante

funn er oppgitt i tabell 4.2.3.2.2, og en fullstendig oversikt over funnene er oppgitt i vedlegg D.
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Tabell 4.2.3.2.2. Oversikt over ulike gener som ble pavist ved sok etter virulens, toksin og hemolysin etter

helgenomsekvensering for pravene som ble sendt til Illumina MiSeq.

B1.B K1.E K3.B S3.B
Raoultella Pseudomonas Rahnella Staphylococcus
ornithinolytica protegens aquatilis saprophyticus
Virulens ompA algR/algU bvgA/bvgS clpP
phoP/phoQ flgB cheY
VbtA/ybtP/ fiG flgG
ybtQ/ybtX motA/motC flhA4
phoQ/phoP SliA/MlG
pilH ompA
phoP/phoQ
Toksin higA/higB higA/higB higA/higB mazE/mazF
hipA/hipB mqsR hipA/hipB rot
ratA mazE/mazF
priF/ yhaV
relE
Hemolysin hha hlyB shlA/shiB
hlyB shiA/shiB

Tabell 4.2.3.2.2 viser at det ble gjort funn av ulike virulensgener hos alle bakteriene. Det ble
ogsa funnet ulike toksiner. Ved sgk etter hemolysiner ble det funnet gener av interesse hos alle

bakteriene med unntak av S. saprophyticus.
Det ble ogsd gjort sek etter resistensgener i resultatene fra helgenomsekvenseringen.

Interessante resistensgener er oppgitt i tabell 4.2.3.2.3, og fullstendig oversikt over funnene er

oppgitt i vedlegg E.
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Tabell 4.2.3.2.3. Funn av ulike gener for antibiotikaresistens i provene som ble sendt til Illumina MiSeq.

B1.B K1.E K3.B S3.B
N N B T
Resistensgener
B-laktam blaorn-1 ampC ampC blaZ
blarann-2
Fluorokinoloner | abaQ abaQ
norB
Fosfomycin abaF abaF abaF FosB5
FosAS5 FosD
Multiresistens emrA/emrB emrA/emrB emrA/emrB emrA/emrB
marA/marR mexA/mexB/ oprM mexA/mexB
mexA/mexB mexE/mexF/oprN ogxB
ogxA/ ogxB mexJ/mexK/opmH

Tabell 4.2.3.2.3 viser at det ble pdvist resistensgener for $-laktam antibiotika og fosfomycin i
alle de fire provene. Resistensgener for fluorokinoloner ble pavist fra R. ornithinolytica og P.
protegens. Gener som kodet for resistent mot flere enn tre klasser antibiotika, og dermed

karakteriseres som multiresistens-gener, ble funnet hos alle de fire bakteriene.

Ved sok etter resistensgener ble det ogsd gjort funn av gener som koder for resistens mot

desinfeksjonsmidler og ulike metaller. Resultatene er vist i tabell 4.2.3.2.4.

Tabell 4.2.3.2.4. Gener som koder for desinfeksjonsmidler og metaller for de ulike provene som ble sendt til
1llumina MiSeq.

B1.B K1.E K3.B S3.B
Raoultella Pseudomonas Rahnella Staphylococcus
ornithinolytica protegens aquatilis saprophyticus
Desinfeksjon yaaA ohrB/ohrR ohrB/ohrR ohr
yaaA yaaA
Metaller bhsA bhsA copB/copC/copD
cnrd czcA/czeC czcA/czeB/czeC
copA/copB/copD merR1
pcoC
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Tabell 4.2.3.2.4 viser at det ble gjort funn av tre ulike gener som alle koder for resistens mot
desinfeksjonsmidler, inkludert hydrogenperoksid. Slike gener ble funnet i alle de fire bakteriene.
Det ble ogsa funnet gener som koder for resistens mot ulike metaller i alle provene, med unntak
av S. saprophyticus. Genene som ble funnet koder for resistens mot blant annet kobber, nikkel,

kobolt, sink og kadmium.

4.2.4 SENSITIVITETSTESTING AV ANTIBIOTIKA

Det ble gjennomfert MIC-testing av bakterier fra prove B1.B (R. ornithinolytica), B1.C
(Stenotrophomonas spp.), K1.E (P. protegens), K3.B (R. aquatilis), S1.C (Lactobacillus spp.)
og S3.B (S. saprophyticus) for a identifisere resistens mot ulike typer antibiotika. Det ble testet
for 12 ulike antibiotikatyper fordelt i 7 klasser. Gjennomsnittlig MIC-verdi av to paralleller er
vist 1 tabell 4.3.4, sammen med EUCAST brytningspunkt for MIC (EUCAST, 2020). PK-PD-
verdier ble benyttet for alle bakteriene, med unntak av for Streptococcus spp. som har egne
verdier for enkelte antibiotikatyper. Resistensniva deles inn i mottakelig ved standard dosering,
mottakelig ved okt eksponering og resistent. Bilder og utdypende informasjon om de ulike
testene er oppgitt i vedlegg F. Streptomycin har ingen brytningspunkt og arsaken er i folge
EUCAST at sensitivitetstesting ikke anbefales ettersom artene er et darlig mal for behandling
med middelet. For alle de testede bakteriene, med unntak av Streptococcus spp. har EUCAST
oppgitt «IE» som brytningspunkt for trimetoprim og erytromycin. Arsaken er at det ikke er
tilstrekkelig bevis for at organismene er gode mél for behandling med disse midlene. Bakterier
som vokste fritt i nerver av midler som ikke hadde brytningspunkt, ble vurdert til & vere

resistente ettersom de ikke ble inhibert av antibiotikumet.
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Tabell 4.3.4. Gjennomsnittlig MIC-verdi (mg/L) av to paralleller for de utvalgte pravene, samt brytningspunkt for
ulike antibiotika i henhold til EUCAST-verdier.

EUCAST Prover (mg/L)
brytnings-
punkt B1.B B1.C K1.E K3.B S3.B
for MIC Raoultella Stenotrophomonas | Pseudomonas | Rahnella | Staphylococcus
(mg/L) ornithinolytica spp- protegens aquatilis saprophyticus
Penicilliner
AM 8 162 >256 >256? 562 0,19
AMC 8 0,625 >2567 >2567 0,75 0,22
Cefalosporiner
CT 2 0,012 >322 >322 1,75% 6?
FEP 8 0,0195 >256 3 0,1575 2,5
Karbapenemer
P 4 0,19 >32? 1,5 0,125 0,047
MP 8 0,064 >32? 1,5 0,064 0,125
Fluorokinoloner
0,5
CI 1 0,007 0,394 0,094 0,064 0,22
Aminoglykosider
1
AK 81 1,252 52 0,75 12 0,19
0,5
GM 1! 12 1,74% 0,625* 0,44 0,016
S A 2 20 10 0,875 0,625
Pyrimidiner
IE®
™ 41 0,25 >322 >322 1,25 0,365
Makrolider
IE®
EM 21 >256* >2562 >256° 24 1,753

! Verdier for Staphylococcus spp.

2 Resistent

3 Mottakelig ved okt eksponering
4 «~» indikerer at sensitivitetstesting ikke anbefales ettersom arten er et darlig mal for behandling med middelet
5 «IE» indikerer at det ikke er tilstrekkelig bevis for at organismen er et godt mél for behandling med middelet
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Tabell 4.2.4 viser at prave B1.B (R. ornithinolytica) var resistent mot ampicillin, amikacin,
gentamicin og erytromycin. Prave B1.C (Stenotrophomonas spp.) var resistent mot alle typer
penicillin, cefalosporiner, trimetoprim, makrolider og karbapenemer den ble testet for. I tillegg
var den resistent mot amikacin og gentamicin fra gruppen aminoglykosider. Proven var
mottakelig ved okt eksponering av ciprofloxacin. I tillegg skilte den seg ut med hey toleranse
for streptomycin. Prove KI1.E (P. protegens) viste resistens mot alle typer penicillin,
trimetoprim og makrolider. Den viste 1 tillegg resistens mot cefotaxim og gentamicin. Prove
K3.B (R. aquatilis) viste resistens mot ampicillin og amikacin og var mottakelig ved okt
eksponering av cefotaxim. Prove S3.B (S. saprophyticus) var resistent mot cefotaxim og

mottakelig ved okt eksponering av ciprofloxacin og erytromycin.

Preve S1.C (Lactobacillus spp.) vokste dérlig p& MH agar og resultatene er derfor uklare. Ny

analyse ble ikke gjennomfert grunnet stengt laboratorium som felge av Coronaviruset.
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5.0 DISKUSJON

5.1 FUNN AV BAKTERIER VED SEKVENSERING OG TIDLIGERE FUNN I MAT

Kolonier som vokste opp pa de tre ulike agarskalene med blodagar, Brilliance™ CRE og
Brilliance™ ESBL, ble benyttet til videre analyser. Fenotypiske resultater ble bestemt og
provene ble sekvensert med sanger og helgenom. For pravene som ble helgenomsekvensert vil
bakteriestammen fra rMLST bli benyttet i diskusjonen, ettersom identifikasjon basert pa
helgenom er mest noyaktig. Prove K1.E og prove K3.B fikk utslag for ulike bakterier fra sanger-
sekvensering og helgenomsekvensering, men sistnevnte resultat vi bli benyttet videre i
diskusjonen. Provene kan ha blitt byttet om ved forberedelse og innsending, noe som ikke kan
sies med sikkerhet da det ble utfort av noen andre enn meg. Det er imidlertid mulig at 16S-
sekvensering og identifikasjon basert pa helgenomsekvensering gir ulike resultater, spesielt for
bakterier hvor det er fa sekvenser i sekvensdatabasene (Lindstedt, 2020). I denne studien ble
det benyttet en metode som medforte at det ikke var mulig & beregne antall kolonidannende
enheter (kde) per gram matvare. Det er derfor umulig & si om innholdet av bakterier var hoyt

eller lavt, og om det kunne ha medfert sykdom hos mennesker.

Prove B1.B var en bakterie fra ferdigvasket bladsalat og kolonien ble plukket fra blodagar.
Sanger-sekvensering  viste at bakterien var Raoultella spp. Sekvensene fra
helgenomsekvensering ble benyttet til 4 identifisere bakteriene ved hjelp av rMLST, og
bekreftet at det var R. ornithinolytica som var tilstede 1 preven. Denne bakterien herer til
Enterobacteriaceae familien og er en G~ aerob bakterie (Seng et al., 2016). Tidligere ble den
klassifisert som Klebsiella ornithinolytica, men ble reklassifisert grunnet nye genetiske
tilnerminger. R. ornithinolytica trives 1 akvatiske miljoer, men har ogsa blitt funnet i sykehus-
miljoer. Bakterien er tidligere isolert fra RTE-salat, sammen med flere andre
Enterobacteriaceae (Manhique et al., 2020). Flere bakterier tilherende Enterobacteriaceae
familien er funnet i tarm hos mennesker og dyr, og funn i mat kan derfor indikere darlig hygiene

under prosessering.

Prove K1.E vokste opp pa ESBL agar og bakterien ble hentet fra blandet salat som tilherte
spiseklar kyllingsalat. Sanger-sekvensering viste at bakterien var en stamme av Lactobacillus,
men helgenomsekvensering viste at bakterien var P. protegens. Videre i diskusjonen vil derfor

bakterien omtales som P. protegens. Bakterien er G™ og kjent for a4 vaere en utbredt plante-
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beskytter, og er ofte isolert fra planteretter (Ramette et al., 2011). Ettersom bakterien er utbredt
blant planter kan dette vaere drsaken til at den ble funnet i salat i denne studien. Pseudomonas
spp. er tidligere isolert fra RTE-salat i en annen studie, men det var ikke definert hvilken

stamme av Pseudomonas som var tilstede i preven (Tsironi et al., 2017).

Prove K3.B var en bakterie fra pasta som var inkludert i spiseklar kyllingsalat. Kolonien ble
hentet fra blodagar og sanger-sekvensering viste at bakterien var en stamme av Bacillus spp.
Helgenomsekvensering viste imidlertid at bakterien var R. aquatilis, og det er denne det blir
tatt utgangspunkt i, gjennom diskusjonen. Det var overraskende a finne R. aquatilis i pasta,
ettersom det er et lite kjent tilfelle. Det er imidlertid kjent at Bacillus trives 1 pasta, og spesielt
den patogene Bacillus cereus er mye isolert fra matvaren og har fort til flere sykdomsutbrudd
(Granum, 2017, s.162). R. aquatilis tilherer Enterobacteriaceae familien, og er en sjeldent
isolert bakterie (Koczura et al., 2016). Bakterien er mest funnet i ferskvann, men det har vert
tilfeller der den har blitt funnet i mat. Den er funnet i flere prover fra RTE-salat tidligere, samt
i frukt og grennsaker (Miralles et al., 2019). I tillegg er den vist & fungere som en

matedeleggende bakterie i mat oppbevart i kjeleskap, deriblant kjettprodukter.

Preve S3.B vokste opp pé blodagar og var fra ost som tilherte spiseklar skinkesalat. Sanger-
sekvensering viste at kolonien var fra Staphylococcus spp. og helgenomsekvensering bekreftet
at bakterien var S. saprophyticus. Bakterien er en G*, ikke-hemolytisk kokk som er kjent for &
vaere tilstede pd menneskelig hud og slimhinner (Widerstrom et al., 2012). Bakterien har

tidligere blitt funnet i ost, kjett og grennsaker, samt hos dyr og i prever fra miljoet.

Preove B1.C ble kun sanger-sekvensert, noe som viste Stenotrophomonas spp. Bakterien ble
funnet i bladsalat, og kolonien var fra CRE-agar. Stenotrophomonas spp. er mye funnet i miljoet
og kan beskytte og fremme veksten av planter (Ryan et al., 2009). Stenotrophomonas spp. er
en opportunistisk patogen bakterie som har mange virulensfaktorer og er forbudet med
infeksjoner pé sykehus (Kalidasan et al., 2018). Bakterien er utbredt globalt, og det finnes atte
ulike arter av bakterien. Stenotrophomonas maltophilia er den eneste arten av
Stenotrophomonas spp. som er forbundet med sykdom hos mennesker, spesielt hos pasienter
med nedsatt immunforsvar (Ryan et al., 2009). S. maltophilia har et signalsystem mellom celler
som er relatert til produksjon av proteaser, virulensfaktorer og dannelse av biofilm. Det er
tidligere gjort funn av S. maltophilia 1 RTE-salat, der bakteriens evne til & danne biofilm ble

foreslatt som en av drsakene (Qureshi et al., 2005). Det antas at vanlig vask av salaten for salg
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ikke er tilstrekkelig for fjerning av bakterien, ettersom den kan danne biofilm pa en rekke

overflater.

5.2 VIRULENS

5.2.1 BAKTERIENES VIRULENS OG PATOGENITET

Det er vist at R. ornithinolytica har fort til flere ulike sykdommer, inkludert sykdom som har
krevd sykehusinnleggelser (Seng et al., 2016). Faktorer som er involvert i bakteriens patogenitet
inkluderer blant annet dens evne til & adhere til humant vev. I tillegg kan den omgjere histidin
til histamin, noe som kan medfere redhet og muligens gi «diabetes fot». Studier har vist at R.
ornithinolytica kan danne biofilm rundt blant annet urinkateter, noe som kan medfere
urinveisinfeksjon (UVI). Det er registrert fa tilfeller av sykdomsutbrudd med denne bakterien,

men det antas & veere underrapportert.

Pseudomonas bakterier er kjent for & tilpasse seg ulike miljoer og interagere med et utvalg
organismer (Kupferschmied et al., 2014). P. protegens kan vere patogen for insekter ved at den
produserer toksiner som er giftige for insektene. Toksinene opptrer som sensorproteiner og er
en viktig del av bakteriens patogenitet. Ved utskillelse av toksiner som dreper insekter kan
bakterien fungere som en platebeskytter, noe den er mest kjent for. P. protegens ble 1 denne
studien isolert fra ESBL-agar, og det er derfor ingen dokumentasjon pa hemolyse pa blodagar
fra bakterien. Tidligere studier har heller ikke funnet at denne bakterien er hemolyserende eller

humanpatogen.

R. aquatilis er en opportunistisk patogen bakterie som er detektert ved flere ulike infeksjoner
(Miralles et al., 2019). Bakteriestammen kan medfere infeksjoner hos mennesker, spesielt hos
personer med nedsatt immunforsvar og underliggende sykdom (Koczura et al., 2016). Det er
ogsé dokumentert tilfeller av sepsis som folge av bakterien. R. aquatilis har flere faktorer som
gjor at den kan regnes som patogen (Tash, 2005). Blant annet har den et membranprotein som
brukes til adhesjon pd epitelceller, pA samme mate som andre patogener har fimbrier. R.
aquatilis har et lipopolysakkarid-endotoksin som kan vare giftig. I tillegg er det vist at
bakterien har et signalmolekyl som benyttes til quorum sensing, som er en form for
kommunikasjon med andre celler. Slike signalmolekyler har vist & vaere viktig ved dannelse av

biofilm og spiller sannsynligvis en viktig rolle for bakteriens patogenitet.
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S. saprophyticus har reservoar gjennom hele mage-tarm kanalen hos mennesker (Raz et al.,
2005). Bakterien er forbundet med ukomplisert UVI, spesielt hos unge kvinner, og er den nest
vanligste arsaken til UVI etter E. coli. En ubehandlet infeksjon som folge av S. saprophyticus
kan fore til nyrebekkenbetennelse eller nyrestein, og andre komplikasjoner som endokarditt

eller sepsis er ogsa dokumentert.

5.2.2 FUNN AV VIRULENSGENER FRA BAKTERIENE

OmpA er et multifunksjonelt protein som sitter i yttermembranen til flere bakterier tilherende
Enterobacteriaceae familien (Krishnan & Prasadarao, 2012). Proteinet har en strukturell rolle,
samt at det fungerer som reseptor for flere bakteriociner og bakteriofager. OmpA interagerer
med spesifikke reseptorer som initierer sykdom ved bakterieinfeksjoner som folge av G
bakterier. Proteinet kan interagere med F-plasmider ved konjugasjon og kan derfor ogsé vare
involvert 1 HGT. Genet OmpA ble i denne studien pavist hos R. ornithinolytica og R. aquatilis,
og koder for proteinet OmpA.

Fra R. ornithinolytica og R. aquatilis ble ogsa genene phoP og phoQ pavist, i tillegg til fra P.
protegens. PhoP-phoQ er et to-komponent system som er involvert i flere prosesser og
aktiviteter hos G- bakterier (Groisman, 2001). PhoQ fungerer som en sensor pi
innermembranen og PhoP fungerer som en cytoplasmatisk regulator. Systemet bidrar til & styre
bakteriers virulens, tilpasning til miljoer med begrenset magnesium og regulerer andre
cellulere aktiviteter. Bakterier med phoP-phoQ-systemet kan vere tilpasningsdyktige og genet
phoP har vert forbundet med AR hos blant annet Salmonella. Genene bvgA og bvgS ble
identifisert fra R. aquatilis og tilherer et annet to-komponentsystem, BvgS/BvgA (Beier &
Gross, 2008). BvgS koder for virulens-sensorproteinet BvgS, og bvgd koder for
transkripsjonsregulatoren BvgA. Systemet kontrollerer flere virulensfaktorer, inkludert flere

toksiner, adhesjon og kolonisering.

Fra P. protegens og R. aquatilis ble det funnet ulike gener som har tilknytning til bakteriers
bevegelse og flageller. Flageller er festet til bakterienes overflate og fungerer som et
bevegelsesorgan (Tronsmo, 2016, 5.47). Fimbrier og pilier er ogsa festet til bakteriens overflate.
Fimbrier bidrar til at bakteriene kan feste seg til overflater eller til hverandre og danne biofilm.
Pilier er involvert i HGT ved overforing av DNA mellom G bakterier. Pi/H koder for en type
pili og ble pavist fra P. protegens. Proteinet likner pé cheY (Jansari et al., 2016), som ble funnet

hos R. aquatilis, og koder for et protein som er en del av en flagell som styrer bakteriens
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kjemotakse. Begge genene er derfor involvert i regulering av bakteriens bevegelse. Flere gener
som koder for proteiner som er deler av flageller, ble funnet hos P. protegens og R. aquatilis,
deriblant figB og flgG, fliA og fliG, flhA, samt motA og motC. Genene er relatert til flageller og

er derfor involvert i bakterienes bevegelse.

Fra S. saprophyticus ble genet clpP pévist. Genet koder for en ATP-avhengig protease og er
viktig for nedbrytning av proteiner i bade eukaryote og prokaryote celler (Culp & Wright, 2017).
ClpP har en rolle i celledeling, stresstoleranse, virulens og i utvikling av AR. Det er vist at
ClpP-komplekser er viktige for G* bakteriers overlevelse under stress (Frees et al., 2003). I
tillegg er ClpP en viktig virulensfaktor for flere patogene bakterier som L. monocytogenes og
Salmonella typhimurium. Inaktivering av ClpP har vist & gi en reduksjon av hemolyse fra disse

bakteriene.

Hos R. ornithinolytica ble det funnet fire ulike ybt-gener; ybtA, ybtP, ybtQ og ybtX. Slike gener
koder for yersiniabactin som er en siderofore som fanger opp jern (Lam et al., 2018). Jern er
essensielt for bakteriers overlevelse, og denne mekanismen gjor at de kan overleve og replikeres.
Genet ybt blir ansett som en viktig virulensfaktor for K. pneumoniae, og slike gener er lokalisert
pa MGE, noe som gjor at de lett kan spres. Ybt er ogsd funnet hos andre bakterier innen
Enterobacteriaceae familien. YbtP og ybtQ er ABC-transporterer pa den indre cellemembranen,
og er ngdvendige for celluleer bruk av jernet som er bundet til ybt (Robinson et al., 2018). Det

antas at ybtX er involvert i transport av sink, og at ybtA er en viktig transkripsjonsfaktor.

Genene algR og algU ble funnet hos P. protegens, og er proteiner forbundet med biosyntese av
alginat (Ahmed, 2007). Alginatgener hos bakterier er plassert pd kromosomer og det er kun
Pseudomonas og Azotobacter som er kjent for & produsere alginat. Det er vist at alginat
produsert av P. aeruginosa fungerer som en ekstracelluleer matriks, som medferer dannelse av
biofilm som kan beskytte bakterien mot blant annet antibiotika og humane forsvarsmekanismer.
Fytopatogeniske Pseudomonas, inkludert plantebeskytteren P. protegens, produserer alginat

som innkapsler og beskytter bakterien.

5.2.3 FENOTYPISK HEMOLYSE OG HEMOLYSINER
Pa blodagar vokste flere bakterier med beta-hemolyse, noe som kunne indikere at bakterien var
patogen. Hemolysin er et stoff som edelegger rade blodceller og gir hemolyse (Kierulf, 2019).

Det ble observert beta-hemolyse pa alle blodagarskalene, med unntak av fra preve S3.B. Her
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ble det observert kolonier uten hemolyse (gamma-hemolyse), noe som viste veksten av en ikke-
hemolyserende bakterie. Sanger-sekvensering viste at det var stor sannsynlighet for at bakterien
var Staphylococcus og tMLST viste at det med 96% sannsynlighet var S. saprophyticus som
var isolert fra denne proven. Resultatene stemmer dermed overens med funnene som ble gjort
pa blodagar, ettersom S. saprophyticus er en ikke-hemolyserende bakterie (Widerstrom et al.,
2012). Det ble ikke funnet noen gener for hemolysiner ved helgenomsekvenseringen, noe som

ogsa stemmer overens med de fenotypiske resultatene og bakteriens egenskaper.

Ved sek etter hemolysin-gener ble hha pévist fra R. ornithinolytica. Genet hha koder for
proteinet Hha, som er identifisert hos blant annet E. coli (Nieto et al., 2002). Hha er sammen
med proteinet H-NS involvert i reguleringen av ekspresjonen av toksinet alfa-hemolysin, som
en respons pa osmolaritet og temperatur. Hha er derfor med p4 a styre og kontrollere hvor mye

av alfa-hemolysin som blir dannet.

Genet hlyB ble identifisert fra R. ornithinolytica og P. protegens. Genet koder for proteinet
hlyB og fungerer som et translokator sammen med hlyD (Koronakis et al., 1992). Sammen er
de viktige for eksport av flere substrater i eukaryote- og prokaryote celler. De to proteinene er
lokalisert i cellemembranen og eksporterer hemolysin ut av cellen. Det er vist at nér hlyA og
hlyB proteiner var tilstede samtidig, ble det gkt hemolytisk aktivitet pa blodagar, fra en ikke-
hemolytisk stamme av E. coli (Robertson et al., 2006). Béde R. ornithinolytica og P. protegens
hadde i denne studien beta-hemolyse pd blodagar, og genet hlyB kan ha vert involvert i

bakterienes hemolyse-aktivitet.

Fra P. protegens og R. aquatilis ble genene shlA og shiB pavist. R. aquatilis hadde ogsa genet
shiB. De to genene er vist & veere med pa & bestemme hemolyseaktiviteten til Serratia
marcescens (Konninger et al., 1999). Shi4 koder for selve hemolysinet og sh/B koder for et
protein som er ngdvendig for sekresjon av shlA ut av cellen. Genene kan ha vert involvert i

beta-hemolysen pd blodagar for bakteriene i denne studien.

5.2.4 TOKSINER

TA-systemene kan deles i fem klasser, etter genetisk struktur og regulering (Unterholzner et al.,
2013). TA-system type II er den mest studerte klassen, og her er bade toksinet og antitoksinet
sma proteiner. Genene higA og higB ble funnet hos bade R. ornithinolytica, P. protegens og R.

aquatilis, og de tilherer denne klassen. HigB er toksin og higA er antitoksin. Disse genene koder
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for HigB/HigA systemet som opprinnelig ble funnet pd et plasmid (Wood & Wood, 2016).
Senere har systemet ogsa blitt funnet pd kromosomer hos flere ulike patogene bakterier. Det er
vist at dette systemet er involvert i patogenitet og at det kan pavirke bakteriens virulensfaktorer

som swarming og formasjon av biofilm.

HipA og hipB ble funnet hos R. ornithinolytica og R. aquatilis. HipA er et toksin i form av en
protein-kinase, og hipB er tilhgrende antitoksin i form av et protein (Unterholzner et al., 2013).
Dette TA-systemet er ogsa en del av type II-klassen. HipA fosforylerer elongeringsfaktoren
EF-Tu og forhindrer dens interaksjon med tRNA, noe som medferer hemming av translasjonen.
Det er vist at overekspresjon av proteinet HipA har fert til multiresistens (MDR) hos E. coli
(Schumacher et al., 2009).

Hos R. aquatilis og S. saprophyticus ble genene mazE og mazF pavist. Disse genene tilherer
ogsd TA-system type I, der mazF koder for toksinet MazF og mazE koder for antitoksinet
MazE (Simanshu et al., 2013). MazF er kjent som en mRNA interferase, som spalter mRNA pé
en sekvensspesifikk og ribosom-uavhengig mate. Toksinet utever sin virkning under stressende
forhold, noe som medforer at celleveksten stanser. Under normale forhold inaktiveres toksinet

MazF av antitoksinet MazE.

Fra R. aquatilis ble ogsa genene pr/F og yhaV pévist. Disse genene koder for et TA-system som
bestar av proteinene PrlF og YhaV (Schmidt et al., 2007). PriF-yhaV systemet anses som et
nytt kromosomalt TA-system funnet i E. coli og det har flere likheter med tidligere
karakteriserte TA-systemer. PrlF og YhaV er homologer av henholdsvis MazE og RelE, noe
som viser en evolusjonar forbindelse mellom de mest studerte TA-systemene i1 E. coli. PrlF
tilharer AbRB superfamilien av bakterielle transkripsjonsfaktorer ssmmen med antitoksiner fra
blant annet TA-systemet mazEF. YhaV tilherer RelE superfamilien, som bestér av flere ulike

toksiner fra andre TA-systemer, blant annet relEB.

Genet relE ble pavist hos R. aquatilis, men genet relB kunne ikke pavises i denne studien. Det
betyr ikke nedvendigvis at genet ikke var tilstede, da gener kan ha ulike navn ved sek i
PROKKA (Lindstedt, 2020). Sammen utgjer de to genene TA-systemet re/lEB, der relE
fungerer som toksin og re/B er et antitoksin (Pedersen et al., 2003). RelE fungerer som en

interferase som vanligvis kutter mRNA mellom andre og tredje base nair mRNA er bundet til
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A-site pd ribosomet. Dette medforer at translasjonen inhiberes. RelB kan neytralisere RelE, slik

at proteinsyntesen kan fortsette.

RatA ble funnet hos P. protegens og tilherer et type II TA-system sammen med ratB
(Unterholzner et al., 2013). Sistnevnte gen ble ikke identifisert i denne studien. Toksinet RatA
binder til 50S-underheten av ribosomer og forhindrer assosiering med 30S-underenheten slik
at 70S ribosomer ikke kan dannes. Dette forhindrer elongering og hemmer dermed ogsd

translasjonen.

Genet mgsR ble pavist fra P. protegens, og er forbundet med dannelse av biofilm som folge av
quorum sensing (Yamaguchi et al., 2009). Det er vist at mgsR aktiverer et to-komponentsystem,
operonet gseB-gseC, som er kjent for 4 spille en rolle i dannelsen av biofilm. En studie har vist
at mgsR danner et nytt TA-system sammen med genet ygi7. Sistnevnte gen ble ikke identifisert
i denne studien, men det kan ha vert til stedet allikevel. MgsR fungerer alene som en mRNA
interferase, men YgiT kan inhibere interferaseaktiviteten. I TA-systemet fungerer derfor mgsR

som toksin og ygiT som et antitoksin.

Genet rot ble funnet hos S. saprophyticus. Genet er ogsa funnet hos S. aureus der det fungerer
som en transkripsjonsfaktor ved at det er en repressor for toksinet Rot (Killikelly et al., 2015).
Rot har en viktig rolle i & regulere virulens, ved at det kan aktivere eller undertrykke promotorer

som kontrollerer ekspresjonen av flere ulike virulensfaktorer.

5.3 ANTIBIOTIKARESISTENS

5.3.1 RESISTENS MOT B-LAKTAM

Genet ampC koder for AmpC B-laktamase og ble pavist hos P. protegens og R. aquatilis.
Enzymet AmpC medforer resistens mot B-laktam antibiotika (Philippon et al., 2002). Ved
sensitivitetstesting viste bade P. protegens og R. aquatilis resistens mot ampicillin, og P.
protegens var 1 tillegg resistent mot amoxicillin. AmpC B-laktamaser er viktige cefalosporinaser,
og fungerer ved enzymatisk inaktivering av cefalosporin-antibiotika (Jacoby, 2009). Genet er
funnet pd kromosomer til mange bakterier tilhorende Enterobacteriaceae familien. Bakterier
som produserer AmpC er som regel resistente mot cefalosporiner, men hydrolyserer ikke
cefepim like effektivt som andre antibiotikatyper innen denne klassen (Rodriguez-Bafio et al.,
2018). Dette stemmer overens med resultatene fra sensitivitetstesting av antibiotika, der

hverken P. protegens eller R. aquatilis var resistente mot cefepim. P. protegens var derimot
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resistent mot cefotaxim og R. aquatilis var mottakelig ved okt eksponering av denne

antibiotikatypen.

Fra S. saprophyticus ble genet blaZ pavist. Dette genet fungerer ogsa ved enzymatisk
inaktivering av antibiotika (Ferreira et al., 2017). Genet koder for enzymet penicillinase som
hydrolyserer B-laktamringen og inaktiverer penicillin. Det er vist at blaZ og denne mekanismen
medforer resistens mot penicillin hos ulike stafylokokker. En studie som undersgkte isolater fra
S. saprophyticus viste at alle isolatene som var resistente mot penicillin hadde ogsa pavist genet
blaZ. 1 denne studien var derimot S. saprophyticus stammen ikke resistent mot penicillin ved

sensitivitetstesting med MIC.

Fra R. ornithinolytica ble genet blaory-; pavist, noe som koder for en bredspektret klasse A B-
laktamase. Denne klassen av enzymer har tidligere vist at bakteriene blir resistente mot
penicillin og de fleste typer cefalosporiner (FHI, 2019). Ved sensitivitetstesting i denne studien
viste R. ornithinolytica resistens kun mot ampicillin fra klassen B-laktam. Andre studier har
ogsa funnet at R. ornithinolytica var resistent mot ampicillin, men ogsd amoxicillin,
tredjegenerasjons cefalosporiner og karbapenem (Seng et al., 2016). Tidligere studier papeker
at tilstedevaerelse av kromosomale bla gener er viktig for mekanismer som medferer resistens
mot B-laktam hos R. ornithinolytica. En annen studie har ogsd funnet blaorn-; hos R.
ornithinolytica og sammenlignet det med andre resistensgener (Walckenaer et al., 2004). Det
ble observert flere likheter mellom dette genet og gener fra andre bakterier som koder for -
laktamaser. Studien foreslér derfor at blaorn-; fra R. ornithinolytica kan vaere et resultat av HGT

mellom bakterier pa et tidligere tidspunkt.

Genet blaRAHN-2 koder ogsa for en bredspektret klasse A B-laktamase (Ruimy et al., 2010),
og ble pavist fra R. aquatilis. Ettersom enzymer i denne klassen tidligere har vist & gi resistens
mot penicillin og de fleste typer cefalosporiner (FHI, 2019), var dette forventet for bakterien i
denne studien ogsa. R. aquatilis stammen viste derimot kun resistent mot ampicillin, og i tillegg
var den mottakelig ved ekt eksponering av cefotaxim. En annen studie som undersokte flere
Rahnella-stammer viste at bakteriene var resistente, eller mottakelige ved okt eksponering, mot

alle typer B-laktam de ble testet for, inkludert penicilliner, cefalosporiner og karbapenemer.
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5.3.2 RESISTENS MOT FLUOROKINOLONER

AbaQ ble pavist fra R. ornithinolytica og P. protegens, og koder for en resistens-transporter
kalt AbaQ (Pérez-Varela et al., 2018). Transporteren er involvert i bevegelighet av bakterier og
virulens, men er ogséd forbundet med resistens mot kinoloner. En studie har vist at genprodukter
av abaQ koder for en aktiv efflux transporter, og medforer at bakterien blir resistent mot
kinoloner. Genet norB koder ogsé for en resistens-transporter, kalt NorB (Hooper & Jacoby,
2015), og ble i denne studien pavist fra R. ornithinolytica. Tidligere er genet funnet i S. aureus,
der NorB var en viktig efflux pumpe. Ingen av bakteriene viste resistens mot kinoloner ved
sensitivitetstesting i denne studien, men det er tidligere vist at R. ornithinolytica er resistent mot
denne antibiotikatypen (Seng et al., 2016). Det er ogsa vist at flere Pseudomonas arter er
resistente mot kinoloner (Luczkiewicz et al., 2015), men det er usikkert om P. protegens

tidligere har vist resistens mot antibiotikatypen.

5.3.3 RESISTENS MOT FOSFOMYCIN

Genet abaF ble pavist fra R. ornithinolytica, P. protegens og R. aquatilis, og koder for efflux-
proteiner som pumper antibiotika ut av bakteriecellen (Sharma et al., 2016). En studie har vist
at ekspresjon av genet medforte okt resistens mot fosfomycin. Ved forstyrrelser av abaF viste
studien at bakterien ble mer mottakelig for fosfomycin, i tillegg til at bakterien fikk redusert
dannelse av biofilm. Celler som tidligere har vert utsatt for fosfomycin hadde heyere
sannsynlighet for ekspresjon av genet abaF. Dette kan tyde pé at bakteriene som fikk pévist

dette genet i denne studien, tidligere har blitt utsatt for fosfomycin.

FosAS5 ble pavist fra R. ornithinolytica og fosB5 og fosD ble pavist fra S. saprophyticus. Alle
de tre genene medferer enzymatisk inaktivering av antibiotikatypen fosfomycin og gir resistens
(Fu et al., 2016; Liu et al., 2017; Ma et al., 2015). Genet fosA5 er en subtype av fosA, det er
plasmid-mediert og stammer sannsynligvis fra K. pneumoniae (Ma et al., 2015). FosA5 deler
80% identitet med FosA og 25% identitet FosB. Dette er enzymer som begge har blitt rapportert
fra fosfomycin-resistent Enterobacteriaceae. FosB er ogséa funnet hos MRSA, og en studie viste
hey resistens mot fosfomycin hos disse bakteriene (Fu et al., 2016). Det er usikkert om fosB5
er lokalisert pa plasmid eller kromosom. FosD ble i denne studien pavist fra S. saprophyticus
og tidligere er den rapportert fra andre Staphylococcus arter, inkludert den patogene S. aureus
(Liu et al., 2017). En studie viste at fosD var plassert pa et plasmid i Staphylococcus arlette,

sammen med flere andre resistensgener.

65



5.3.4 PAVISNING AV MULTIRESISTENS VED SENSITIVITETSTESTING

Ved sensitivitetstesting med MIC ble flere av bakteriene som ble testet definert som
multiresistente, da de var resistente mot tre eller flere klasser av antibiotika (Magiorakos et al.,
2012). Sensitivitetstesingen viste at R. ornithinolytica var multiresistent, da den var resistent
mot tre klasser antibiotika, inkludert penicillin, aminoglykosider og makrolider. Andre studier
har ogsé funnet at denne bakterien var multiresistent (Seng et al., 2016). Penicilliner og
aminoglykosider er inkludert i tidligere funn av resistens hos R. ornithinolytica, samt kinoloner

og karbapenem.

P. protegens viste resistens mot penicillin, cefalosporiner, aminoglykosider, pyrimidiner og
makrolider ved sensitivitetstesing med MIC. Tidligere studier har vist at bakteriestammen var
resistent mot tre klasser antibiotika og den ble derfor definert som multiresistent (Luczkiewicz
et al., 2015). Det ble undersekt for andre typer antibiotika enn i denne studien, men
cefalosporiner var inkludert som en av klassene som P. protegens var resistent mot i den

tidligere studien.

R. aquatilis viste lavest resistens av bakteriene som ble sensitivitetstestet med MIC 1 denne
studien. Bakteriestammen var resistent mot penicillin og aminoglykosider, og var mottakelig
ved okt eksponering av amikacin fra klassen aminoglykosider. Bakterien var derfor ikke
multiresistent, ettersom den kun viste resistens for to klasser antibiotika. Tidligere studier har
ogsa funnet at R. aquatilis var resistent mot flere typer penicillin, aminoglykosider og
cefalosporiner (Koczura et al., 2016). I tillegg var bakterien resistent mot flere andre klasser

antibiotika, inkludert pyrimidiner, og den ble derfor definert som multiresistent.

S. saprophyticus var ogsé resistent mot cefalosporiner og mottakelig ved okt eksponering mot
fluorokinoloner og makrolider, ved sensitivitetstesing med MIC. Bakterien kunne derfor ikke
defineres som multiresistent. Tidligere studier har vist at bakteriestammen var resistent mot
ampicillin, som er en type penicillin, og at den var resistent mot en type av cefalosporiner, kalt
cefadroxil (Soderquist & Berglund, 2009). I tillegg var den resistent mot meticillin. I denne
studien ble en koloni fra S. saprophyticus som vokste pd blodagar sadd ut pa MRSA-agar.
Proven viste ingen vekst av kolonier og var derfor negativ for vekst av MRSA. Den tidligere
studien fant et genkompleks hos S. saprophyticus som lignet et kompleks i MRSA, og foreslar
derfor at de to kan ha samme opprinnelse (Soderquist & Berglund, 2009). Meticillin inngar som

en type penicillin og denne studien viste derfor at bakterien ikke var multiresistent. I tillegg
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benyttes ikke lenger denne antibiotikatypen, grunnet heoy resistens blant bakterier, spesielt hos

S. aureus (Stapleton & Taylor, 2002).

Preven med Stenotrophomonas spp. ble ikke helgenomsekvensert, men ble sensitivitetstestet
med MIC. Resultatene viste at bakterien var resistent mot alle antibiotikatypene den ble testet
for, med unntak av to. Stenotrophomonas spp. var mottakelig ved okt eksponering av
ciprofloxacin og skilte seg fra de andre bakteriene med hey toleranse for streptomycin. Det var
ingen brytningspunkt for streptomycin, men Stenotrophomonas spp. vokste tross heye
konsentrasjoner av denne antibiotikatypen, noe som tyder pd ekt resistens. Bakterien er tidligere

definert som en MDR patogen bakterie (Kalidasan et al., 2018), noe den ogsa ble i denne studien.

5.3.5 PAVISNING AV MULTIRESISTENSGENER

Ved helgenomsekvensering ble det funnet flere gener som kodet for proteiner som er forbundet
med multiresistens. Det ble ikke funnet gener som kodet for resistens mot alle antibiotikatypene
som bakteriene ble sensitivitetstestet for, men det betyr ikke nedvendigvis at bakteriene ikke
hadde slike gener (Andersen et al., 2015). Gener som er knyttet til multiresistens er ofte
forbundet med effluxpumper som transporterer antibiotika ut igjen av bakteriecellen og hindrer
akkumulering inne i cellen. En slik pumpe har to bindingssteder, et for antibiotika som vender
utover mot periplasma, og et bindingssted for H' ioner som vender innover mot cytoplasma.
Nar H" bindes til sitt bindingssted pa den tomme effluxpumpen, gker pumpens bindingsaffinitet
for antibiotika pd den cytoplasmatiske siden og antibiotika binder pa innsiden av pumpen.
Deretter skjer det en konformasjonsendring, noe som medferer at bindingsstedene for
antibiotika og H" skifter side. Det skjer en translokasjon av bindingsstedene gjennom pumpen
og de ender med & vende i hver sin retning, der bindingsstedet for antibiotika n& vender utover
mot periplasma og bindingsstedet for H" vender innover mot cytoplasma. Dette medferer at H+
frigjores inn 1 cellen, og antibiotika frigjeres ut av cellen. Til slutt reorienterer effluxpumpen
seg, bindingsstedene er tilbake pa sine opprinnelige plasser og pumpen er klar til & gjennomfore
det samme igjen. Basert pa aminosyresekvens og energikilde, s kan disse pumpene

klassifiseres i fem grupper.

EmrA og emrB ble pavist fra alle de fire bakteriene under helgenomsekvensering, og koder for
proteiner som eksporterer flere typer antibiotika ut av cellen (Lomovskaya et al., 1995). EmrAB
pa plassert pad kromosomer, spesielt funnet i E. coli og koder for en MDR pumpe. Pumpen

beskytter cellen fra blant annet antibiotika. I tillegg er den en av flere kjente effluxpumper fra
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S. enterica (Andersen et al., 2015). EmrA er et membranprotein som bidrar til & frakte substrater
over inner- og yttermembranen. EmrAB genene er regulert av et EmrR protein, som fungerer

som en transkripsjonsregulator.

I denne studien ble genene ogxA og ogxB pavist fra R. ornithinolytica og ogxB ble pavist fra R.
aquatilis. Tidligere studier har vist at genene kan vere plassert pa konjugative plasmider og
sammen danne effluxpumpen OgxAB (Li et al., 2019). Overekspresjon av denne pumpen er
forbundet med resistens mot flere klasser av antibiotika, inkludert kinoloner og pyrimidiner. I

tillegg er det observert at pumpen er involvert i resistens mot flere typer desinfeksjonsmidler.

Genene marA og marR ble pévist fra R. ornithinolytica. Multippel antibiotikaresistens (mar)
locus er funnet i blant annet E. coli og Salmonella og koder for et kromosomalt MDR system
(Randall & Woodward, 2002). Dette systemet er sett i ssmmenheng med resistens mot en rekke
antibiotikatyper, inkludert penicillin, tetrasyklin og kloramfenikol. I tillegg er det vist at mar
locus er involvert i resistens mot ulike desinfeksjonsmidler. Mar locus bestdr av to
transkripsjonsenheter, der det ene kalles marRAB. MarA fungerer som aktivator, MarR fungerer
som repressor og MarB har en ukjent funksjon. MarA oppregulerer flere gener, inkludert TolC,

som er komponenter i AcrAB effluxpumpen som pumper antibiotika ut av cellen.

Effluxpumpen MexAB-OprM er forbundet med MDR hos blant annet P. aeruginosa (Ohene-
Agyei et al., 2012). MexA er et membranfusjonsprotein, MexB er et protein plassert pa den
indre membranen som er medlem av RND og OprM er et ytremembranprotein. I denne studien
ble genene mexA og mexB pavist fra R. ornithinolytica, P. protegens og R. aquatilis, og oprM
ble pavist fra P. protegens. Yttermembranproteinet MexB gjenkjenner en rekke kjemiske
komponenter, inkludert antibiotika, og kan funksjonelt vaere en substitutt for AcrB 1 AcrAB-
TolC komplekset. MexB er sentral i pumpefunksjonen, der den velger antibiotika som skal
pumpes ut av cellen (Akama et al., 2004). MexA er bundet til innermembranen via fettsyrer, og

fungerer som et bindeledd mellom MexB og OprM.

MexJ og mexK ble pavist fra P. protegens, og sammen med oprM danner de MDR
effluxproteinet MexJK-OprM (Chuanchuen et al., 2005). MexJ er et membranfusjonsprotein,
MexK er innermembran RND transporter og OprM fungerer som et yttermembranprotein.
Efflux-proteinet er forbundet med resistens mot makrolider og tetrasyklin. I denne studien ble

ogséd genet opmH pavist fra P. protegens og sammen med mexJ og mexK danner de efflux-
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proteinet MexJK-OpmH. MexJ og MexK har samme funksjon som i MexJK-OprM, og OmpH
fungerer som yttermembran-efflux-protein. MexJK-OpmH er forbundet med resistens mot
triclosan. Fra P. protegens ble ogsd genene mexE, mexF og oprN pévist. Disse genene er
forbundet med MDR efflux-systemet MexEF-OprN, som ogsi er identifisert hos P. aeruginosa
(Kohler et al., 1999). MexE er et membranfusjonsprotein, MexF er en innermembran
transporter og OprN fungerer som en yttermembran-kanal. MexEF-OprN er forbundet med

resistens mot fluorokinoloner, kloramfenikol og trimetoprim.

5.4 ANNEN RESISTENS

5.4.1 DESINFEKSJON

Det er interessant 4 undersgke om bakterier har resistensgener for desinfeksjonsmidler, da det
er sett i sammenheng med AR (Chapman, 2003). Nar genene som utvikler resistens mot
antibiotika eller desinfeksjon er plassert ssmmen pa et MGE i form av et plasmid, transposon
eller integron, oppstir ko-resistens. Kryss-resistens kan oppsta mellom ulike antimikrobielle
midler som angriper samme mal. Nér bakterier utsettes for en lavere konsentrasjon av
desinfeksjonsmidler enn letal dose over tid, kan de utvikle resistens. Resistensgener kan oppsta
ved mutasjoner, eller de kan overfores ved HGT. Bakterier som vokser i en biofilm er beskyttet
og utsettes for lavere konsentrasjoner av middelet som péferes, og kan dermed utvikle resistens.
Eksempler pd desinfeksjonsmidler der det tidligere er pavist resistens, er kvartere

ammoniumforbindelser (QAC) eller hydrogenperoksid (H20»).

Oksidativt stress er en naturlig konsekvens av aerob metabolisme og bakterier har flere
regulatorer som aktiveres under oksidativt stress (Chiang & Schellhorn, 2012). En av disse
regulatorene er OxyR, som innvirker ved resistens mot H>O,. Genet yaad er et konservert
protein som fungerer som et operon og reguleres av oxyR. Genet ble funnet i R. ornithinolytica,

P. protegens og R. aquatilis 1 denne studien.

Ohr genet er ogsd forbundet med oksidativt stress og stir for «organisk hydroperoksid
resistens» (Fuangthong et al., 2001). Genet koder for Ohr proteinet som er forbundet med stress
indusert av organiske hydroperoksider, og beskytter celler mot hydroperoksider. Genet o/r ble
pavist i S. saprophyticus, og fra P. protegens og R. aquatilis ble genene ohrB og ohrR pavist.
Det er vist at ohrB, samt ohrA, bidrar til resistens mot organisk peroksid hos Bacillus subtilis.
OhrR er med pa & regulere ohr4 og fungerer som en repressor som undertrykker funksjonen til

ohrA. OhrB blir derimot ikke pavirket av ohrR.
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5.4.2 METALLER

Det er ogsa sett en sammenheng mellom resistent mot ulike metaller og resistens mot
antibiotika (Baker-Austin et al., 2006). Langvarig eksponering av metaller gir et okt
seleksjonspress pa bakterier, noe som potensielt kan bidra til AR. Det er funnet en sammenheng
mellom resistens mot ulike metallioner og resistens mot ulike typer antibiotika. Resistens mot
blant annet kobber er forbundet med redusert permeabilitet i cellemembranen og resistens mot
B-laktam og ciprofloxacin. Gener som koder for slik resistens inkluderer bis4 som ble pdvist
fra R. ornithinolytica og P. protegens, cnrA som ble pavist fra R. ornithinolytica og pcoC som
ble pavist fra R. aquatilis. Genene copA, copB og copD koder ogsa for kobberresistens-

proteiner, og ble funnet fra R. ornithinolytica og R. aquatilis.

3-laktam resistens er ogsa sett i sammenheng med resistens mot kobber, sink og kadmium, der
resistensmekanismen inkluderer effluxpumper (Baker-Austin et al., 2006). Genene czcA, czcB
og czcC koder for slik resistens og ble pavist fra R. aquatilis. Resistens mot kvikkselv kan ses
i sammenheng med genet merR1 som ogsa ble funnet hos R. aquatilis. Slik resistens kan

fordrsakes av endring av malsted og fore til resistens mot -laktam eller ciprofloxacin.

5.5 OVRIGE FUNN

De resterende provene ble kun sekvensert ved bruk av sanger-metoden, og vil derfor omtales
videre som stammen de ble identifisert som ved bruk av denne metoden. Pseudomonas spp. ble
funnet i bade prove B1.E og S2.E fra ESBL-skéler og K1.B og S1.B fra blodagar. Prevene var
fra henholdsvis bladsalat, skinke, salat fra kyllingsalat og salat fra skinkesalat. Det er gjort
tidligere funn av Pseudomonas i salat, og bakterien har blitt omtalt som den slekten det
forekommer mest av i bladsalat (Tsironi et al., 2017). Slekten blir ansett som en matedelegger
som bidrar til brun farge pa salaten. Bakterien er ogsa kjent som en matedelegger i blant annet
RTE-kjett, inkludert skinke, spesielt oppbevart ved lave temperaturer (Caldera et al., 2016).
Pseudomonas produserer varmestabile lipaser og proteaser som bryter ned henholdsvis fett og
proteiner til andre komponenter som edelegger maten. Fra tidligere er det registrert resistens
mot flere typer antibiotika blant flere stammer av Pseudomonas (Luczkiewicz et al., 2015).
Sykdom som folge av bakterien er mest utbredt blant planter, men noen medlemmer av
Pseudomonas spp. blir ansett som patogener eller opportunistiske patogener. De er spesielt en
bekymring blant personer med nedsatt immunforsvar, spesielt dersom bakteriene har utviklet

resistens.
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Prove K2.B fra kylling og S2.B fra skinke, begge isolert fra blodagar, viste ved sanger-
sekvensering at det kunne vaere bade Rahnella spp. og Serratia spp. som vokste. Begge artene
er Enterobacteriales som blir ansett som matedeleggere (Geeraerts et al., 2019b). Tidligere er
det funnet bide stammer av Rahnella og Serratia 1 RTE-kylling som var pakket i modifisert
atmosfare (MAP) og oppbevart ved kjolige temperaturer. Slik pakking inkluderer nitrogengass
som benyttes som en fyllgass, samt karbondioksid som har en antimikrobiell effekt (Geeraerts
et al., 2019a). Under slike forhold er det ogsd observert tilfeller av de to bakteriestammene i
skinke. S. marcescens er den vanligste stammen av Serratia spp. og er assosiert med infeksjoner
hos mennesker (Iguchi et al., 2014). S. marcescens blir ansett som en opportunistisk patogen
bakterie. Det er funnet gener som koder for resistensenzymer som er ansvarlige for hoye nivéer
av multiresistens hos denne stammen. Ved sgk 1 litteraturen etter Rahnella er det flest treff for
R. aquatilis, noe som tyder pa at det er den mest kjente stammen. Som tidligere diskutert er
bakterien forbundet med infeksjoner hos mennesker og den har ved flere tilfeller vist resistens

mot flere typer antibiotika.

Fra salat fra skinkesalaten viste sanger-sekvensering at det var Lactobacillus spp. som vokste i
prove S1.C pd CRE-skal og at Burkholderia spp. vokste i preve S1.E pa ESBL-skal.
Lactobacillus spp. inkluderes i gruppen melkesyrebakterier (LAB), og slike bakterier er
tidligere isolert fra salat og andre grennsaker (Bamidele et al., 2013). LAB isolert fra slike
matvarer har vist 4 ha en inhiberende effekt p& MRSA, spesielt ndr de vokser sammen med
patogene mikroorganismer. En annen studie har vist at stammer av Lactobacillus har en
antimikrobiell aktivitet mot CRE (Chen et al., 2019). Studien foreslér derfor at Lactobacillus-
stammer kan benyttes til matkonservering eller til 4 kontrollere og hindre infeksjoner med CRE.
I denne studien vokste Lactobacillus spp. opp pad en CRE-skal, som vil si at bakterien viste
resistens mot karbapenem. En annen studie har vist at Lactobacillus isolert fra salat og andre
gronnsaker var resistent mot flere typer antibiotika, inkludert flere ulike karbapenem (Nipa et

al., 2011). Noen av bakteriene var ogsd multiresistente.

Burkholderia spp. er forbundet med infeksjoner hos mennesker og dyr, og flere av stammene
er forbundet med livstruende sykdommer (Schmoock et al., 2009). Noen Burkholderia kan
forirsake lungebetennelse og sepsis, og andre er assosiert med luftveissykdom hos personer
med cystisk fibrose. Det er lite forskning pd om stammer av denne bakterien er funnet i mat,
men bade dyr og mennesker kan smittes av bakterien gjennom for eksempel vann eller i kontakt

med kontaminert jord. Det er derfor trolig at bakterien kan ha fulgt med salaten, etter
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kontaminering fra jord eller vann. I denne studien ble Burkholderia spp. isolert fra en ESBL-
skél, noe som indikerte at den hadde produksjon av B-laktamaser. Tidligere studier har ogsa
pavist B-laktamaser fra ulike Burkholderia-stammer (Rhodes & Schweizer, 2016). Bakterien
har blitt definert som multiresistent, da den har vist resistens mot blant annet B-laktam,

fluorokinoloner og trimetoprim.

Sanger-sekvensering viste at Herbaspirillum spp. vokste i prove K2.E pa ESBL-skal fra kylling.
Bakterie-slekten er assosiert med planter, men er ogsé isolert fra akvatiske miljeer og jord
(Marques et al., 2015). Herbaspirillum spp. er sjelden assosiert med infeksjoner hos mennesker,
men det er vist at den kan ha en rolle som humanpatogen. Bakterien har blitt isolert fra blod
hos mennesker som har blant annet cystisk fibrose og leukemi. Det er ikke vist at den kan
produsere toksiner som forer til hemolyse av eukaryote celler, og Herbaspirillum stammer
defineres derfor som opportunistiske humanpatogener. I denne studien vokste bakterien pa en
ESBL-skal, noe som indikerte at den hadde produksjon av 3-laktamaser. Tidligere er det vist at

bakterien var resistent mot blant annet polymyxin B (Marques et al., 2015).

5.6 FORSLAG TIL VIDERE FORSKNING

Etter funn av badde hemolyse- og B-laktamase-produserende bakterier i denne studien, er det
behov for videre forskning. En del av den videre forskningen vil inkludere tilstedevarelsen av
mulige patogene mikroorganismer i spiseklar mat, der salat er et viktig produkt pd markedet.
Det vil vaere viktig 4 kartlegge mangfoldet av bakterier i slike matvarer og hvor mye som er
tilstede i maten. Er bakteriene patogene og er det nok tilstede i maten til & forarsake sykdom?
Videre kan hygiene undersokes i alle ledd av produksjonen av spiseklar salat, fra jord til bord.
Hvordan er rutinene ved hesting og distribusjon av salaten, og hvordan behandles den for
pakking? Béde arbeidere og utstyr kan undersokes. I tillegg kan det undersekes om salaten har
behov for mer behandling enn kun skylling med vann for at den kan kalles spiseklar. Andre
ingredienser som inkluderes i RTE-salat kan ogsa undersekes, da det er gjort funn av bakterier
her ogsé. Dette inkluderer tilstrekkelig varmebehandling av kjettprodukter, pakkemetoder og

generell hygiene under produksjonen.

Ettersom det er gjort funn av ARB i badde miljo og mat, vil det vere viktig 4 undersoke dette
videre. Spredning til mennesker er en bekymring og det er behov for & kartlegge
tilstedevarelsen av slike bakterier i matvarer. Det vil vare interessant & underseke salat som

bade er produsert i Norge og som er importert, og undersgke om bakteriene er resistente mot
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antibiotika. Kanskje er det en sammenheng mellom hvor salaten kommer fra og forekomsten
av resistens. Det kan ogsa vaere en sammenheng mellom bakteriestammene som detekteres og

forekomst av AR.

Det er viktig at mat som kalles spiseklar faktisk kan spises direkte uten at konsumenten trenger
a vaske eller varmebehandle den. Derfor vil det vaere viktig & kartlegge type bakterier, hvor
mye bakterier og utbredelsen av AR blant bakteriene. Det kan benyttes bade fenotypiske og
genotypiske metoder, som gjennomfort i denne studien. For videre forskning kan imidlertid et
storre utvalg av salater undersokes for at utvalget skal vere representativt. I tillegg vil det vere
viktig 4 benytte metoder som kan bestemme mengden bakterier som detekteres fra provene, for

a vite om konsumenten kan bli syk etter konsum.
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KONKLUSJON

I denne studien ble det funnet mange ulike bakteriestammer fra RTE-salat, bade fra salat og
tilbehoret. Flere av bakteriene vokste med beta-hemolyse pa blodagar, noe som indikerte at de
kunne veare patogene. Ved helgenomsekvensering ble det pavist gener for ulike virulensfaktorer,
inkludert hemolysiner og toksiner, noe som kunne indikere at bakterien kan medfere sykdom
hos mennesker. R. ornithinolytica, R. aquatilis og S. saprophyticus har tidligere vist at de kan

medfere infeksjoner hos mennesker, og P. protegens er mest kjent som toksisk for insekter.

Det ble observert fenotypisk vekst av kolonier pé selektiv agar, noe som tilsa at bakteriene var
resistente mot antibiotikatypen som var til stede i vekstmediet. Det ble pavist resistensgener for
flere ulike typer antibiotika hos bakteriene som ble helgenomsekvensert. Genene kodet blant
annet for resistens mot B-laktam, fluorokinoloner og fosfomycin. Flere av bakteriene hadde
ogsd gener som kodet for multiresistens. Ved sensitivitetstesing ble R. ornithinolytica, P.
protegens og Stenotrophomonas spp. definert som multiresistente, noe tidligere studier ogsa
har konkludert med. Det ble i tillegg oppdaget gener som koder for resistens mot

desinfeksjonsmidler og ulike metaller, noe som kan ha en sammenheng med AR.
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VEDLEGG

VEDLEGG A

Tabell A. Konsentrasjon (ng/ul) og absorbans ved Aze02s0 0g Az60230 etter ekstraksjon av DNA for de ulike provene,
samt konsentrasjon etter 16S rRNA PCR.

Prove Konsentrasjon A260/280 A260/230 Konsentrasjon (ng/ul)
(ng/nl) etter 16S rRNA PCR

B1.B 129,0 1,93 2,11 34,2

B1.C 84,6 1,85 1,67 29,6

B1.E 186,0 1,88 1,91 46,9

K1.B 72,6 1,97 1,81 38,1

K1.C 5,85 1,85 0,69 42,1

K1.E 100,0 2,19 2,41 44,4

K2.B 171,0 2,18 2,38 135,0

K2.C 161,0 1,89 1,80 18,5

K2.E 448.0 2,19 2,38 166,0

K3.B 125,0 1,85 1,66 24,2

K3.E 132,0 1,88 1,80 131,0

S1.B 24.9 1,93 1,61 36,8

S1.C 122,0 1,92 1,94 44,6

S1.E 16,0 1,86 1,10 37,5

S2.B 136,0 1,90 2,01 115,0

S2.C 177,0 1,86 1,46 147,0

S2.E 154,0 2,02 2,08 55,2

S3.B 27,9 1,58 1,02 68,0




VEDLEGG B

Tabell B. Contig-sekvenser for de ulike provene. To av sekvensene var ikke mulig d sla sammen (K2.C og S2.C),

og resultatet er derfor oppgitt med forward og reverse separat.

Prove

Sekvens

B1.B

CTACACATACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACC
GTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGAC
ATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTAC
TCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCG
ACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACCATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAAAGCATCTCTGATAAGTTCTCTGGATGTC
AAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
ATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAG
GGAACAACCTCCAAGTCGGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCACATGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACC
GCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCG
GGGATTTCACATCTGACTTAACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTC
CGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCAATCACTAAGGTTATTAAC
CTTAACGCCTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAG
GCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTTCCCGTAGGAATCTGGAACGTGTCTCAGTTCCAGTGTGG
CTGGTCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCCCACCTACTAGCTAATCCCATCTG
GGCACATCTGATGGCATGAGGCCCGAAGGTCCCCCACTTTGGTCTTGCGACGTTATGCGGTATTAGCTACCGTTTC
CAGTAGTTATGCCCCCTCCATCAGGCAGTTTCACCAGACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCACCCGAGAGCAA
GCTTCGG

B1.C

CGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCGCTCACACTGTAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCAGCCCGGCTAATACCTGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCA
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
TGCGTAGGTGGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGAAACTGGACAAC
TAGAGTGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAACATCCATGG
CGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GGTAGTCCACGGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTT
AAGTTCGCCGCCTGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAAATATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATG
GATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATG
GTGGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAACCCCATCTCAGTCCGGATTGGAGTCT
GCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGCTTAGACTTAACCTTCGGGAGGGCGC
TTG

B1.E

TTGGGTACCGCTCGCTCCCGAAGGCTTAGACTAAACTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTC
GAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTA
CCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGT
TTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCCGAAGGCACCA
ATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCT
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTTCATTTGAGTTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACT
TAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCC
AGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAACTTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCT
GTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAGCTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGA
CCTTCTTCACACACGCGGCAGGGCTGGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCCGT
AGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCTTTAGA




K1.B

TTAGTCTAGCTACTTCTGGTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTC
ACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTA
CGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGT
GCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGA
TGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA
ATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCT
CAAGGGGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCAC
GCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTT
CACCGCTACACAGGAAATTCCACCCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGA
GCCCGGGGATTTCACATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCA
CCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAATTGCAGAGTA
TTAATCTACAACCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGG
ATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGT
GTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGA
CCTAGGCTCATCTGATAGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGTTCC
TTTCGAAACGTTGTCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCCAGGAGCA
AGCTCGGCTAC

K1.C

TCGCCTGCGTCCATGTCCTTCCCGAGGCCGCGCGCACCTCTCCTCGCCCCGATGGGCACCCACTGCTCTGCGTGGC
TGCGGTGGCCGCTGTTGCCGCTGTTGCCGCCGCTGCTGCTGCTGTTGCTGCTACTGTGCCCCACCGGCGCTGGTGC
CCAGGACGAGGATGGAGATTATGAAGAGCTGATGCTCGCCCTCCCGTCCCAGGAGGATGGCCTGGCTGATGAGG

CCGCACATGTGGCCACCGCCACCTTCCGCCGTTGCTCCAAGGTATGGGTGCCAGGCAACGGCGTTGCTTTGGGGT

TGGGGTGATGCTCTTCGGGGGTCTTCTCTGCTCATCTAGCCGTCTGGTGGTCTCTAAGTGCAGCCCTGAGGTGCGG
GAGGCGAGGGCAAGACTTAGTGCTCAGCTGCACCTTGTGGCACAGAGTGATGGGGGAGGCCACGTGCTAAAGGC
ACTGCGGGGCTTGGTTCCAAGGGA

K1.E

TACCCAAGCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGA
GAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCG
GAAACCCTTCCAACCACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCAT
GCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATT
CCACCGCTACACATGGAGTTCCACTACCCTCTTCTGCACTCAAGTTATCCAGTTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAA
GCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAGAAAACCGCCTGCACTCTCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGC
CACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAG
TTACTCTCATACGTGTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCC
ATCAGGCTTGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATT
GTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCATTACCCCACCAACAAGCTAATGCAC
CGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGTTGTTCATGCGAACAACGTTGTTATGCGGT
ATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGT
TGGCGACCAAAATCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAATTCTGCTAC

ACTGCAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTCA
GCGAGGAGGAAGGCATCATACTTAATACGTGTGGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT
TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACGGAATTCGCCAGAGATGGCTTAGTGCCTTCGGGA
ACCGTGAGACAGGTGCTTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAAACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAAG
GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAAGTAAGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGA
GAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGAGATTA




K2.C

F: CGCTGCCAATGCCCACGTGGTG
R: GTCGCTGAGCCAGGATCAAACTATAAAG

K2.E

CACAGCCACTTCTGGTAAACCCGCTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATTCACCGC
GACATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGATA
CACTTTCTGGGATTAGCTCCCCCTCGCGGGTTGGCGGCCCTCTGTATGTACCATTGTATGACGTGTGAAGCCCTAC
CCATAAGGGCCATGAGGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCATTAGAGTGCCCT
TTCGTAGCAACTAATGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
GCCATGCAGCACCTGTGTGATGGTTCTCTTTCGAGCACTCCCAAATCTCTTCAGGATTCCATCCATGTCAAGGGTA
GGTAAGGTTTTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCACATTCATCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGA
GTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTCACGCGTTAGCTGCGTTACCAAGTCAATTAAGACCCG
ACAACTAGTAGACATCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCATG
AGCGTCAGTGTTATCCCAGGGGGCTGCCTTCGCCATCGGTATTCCTCCACATATCTACGCATTTCACTGCTACACG
TGGAATTCTACCCCCCTCTGACACACTCTAGCCGTGCAGTCTCAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTC
ACATCTGACTTACACAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCAGGTACCGTCATTAGTAGTAGATATTAGCTACTACCG
TTTCTTCCCTGACAAAAGAGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACTCACGAGACATTGACTGGATCAGGGTTGCC
CCCATTGTCCAAAATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAAGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCGT
CCTCTCAGACCAGCTACTGATCGTTGCCTTGGTAGGCTTCTACCCCACCAACTAGCTAATCAGATATCGGCCGCTC
CAGGAGCATGAGGTCTTGCGATCCCCCACTGTCATCCGTAGATCGTATGCGGTATTAGCTAGTCTTTCGACTAGTT
ATCCCCCACTCTAGGGCACGTTCCGATATATTACTCACCCGTTCGACACTCGCCATCAGGAGCAAGCTCTTC

TGCATCTTATGCAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGG
GAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTA
TGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAG
AGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGA
AGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAA
GTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCT
GTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGT
GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG

CATCATAAGACGTGCTTGTAGACCCATATGAGAGTCACCCATCTCACCTTCGATTTCTGCTTTAGGGGTAAGTGCA
GCTACCGAGTCCACAACGATTAAATCAATTGCGCCTGAACGGACAAGCATGTCAGCAATTTCAAGTGCTTGCTCA
CCATTGTCGGGTTGTGAAACAAGTAGGTTATCAATATCTACACCAAGTTTGCGTGCATATTGAGGGTCTAGGGCG
TGCTCAGCATCAATGAAAGCACATGTACCACCAGATTTTTGACATTGAGCAATTGCTTGCAATGTCATTGTAGTTT
TACGAGAAAAA

S1.B

AGGATACTTGTACCTGGTGGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTAGTAGTGGGGGATA
ACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTACGGAAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTA
GATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAG
GATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT
GGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGG
AAGGGCAGTTACCTAATACGTGATTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTG
GATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGGTG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGA
TACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTACATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCAACTAGCCGGTGGGAGCCTTGAGCTCTTAATGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCT
TAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGA
GGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAG
TGTGGTTGCACCAGATAGTAGTGTAGTG




S1.C

AGCCAAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
AGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAAATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATG
AACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAAC
GGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTA
TTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTT
ATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATC
GGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGGTTGGAAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCC
GGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGTTTAATTGGAAGCTACGCGAAGACCCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCC
AACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC
GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTTTCAGTTCGG
ACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAG

S1.E

ATGAGTAATACATCCGAACGTGTCCTGCACTGAGGGATAGCCCGGCGAATGCCGGATTAATACCGCATACGATCT
ATGGATGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTACATAGTTGGTGGGGTA
AAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGG
TACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGCTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATG
TGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCATTTCCTTAGTAACGT
AGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCC
TGAAGAGATTCGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
AATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCTACCCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGC
CGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATA
CAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGTGTAGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGC
ACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATTACGCTGTGA

S2.B

GTCAGGCACGAGTAGCTTGCTACTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGACCTCGAAAGAGCAAAGTGGGGGATCTTCGGACCT
CACGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGAGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCACTTTC
AGCGAGGAGGAAGGCATCATACTTAATACGTGTGGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGCTTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTA
GAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC
CCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCT
GTAAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTG
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACATGGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACGGAATTCGCCAGAGATGGCTTAGTGCCTTC
GGGAACCGTGAGACAGGTGCTTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGGGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAG
AGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGTGCAAAAGAAGTAGCGTAGA

S2.C

F: GGGGTTTTTTTTAAACCAAATTTGAAA
R: ACGCTGCTGCTCCCTCTC

S2.E

GTGCAACCAACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTC
GCGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATT
AGCTCCAACTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCAT
GATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTG
GTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATG
CAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGG
TTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAAGGCTCCCAACGGCTA
GTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCA
GTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATT
CCACCCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCC
AACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAATCACGTATTAGGTAACTGCCCTTCCT
CCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTG
TCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAATCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCA
GACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTAATAGC
GTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTTCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCCC
ACTACTAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGCCACC




S3.B

GGTAGAAGAGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACT
GGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTT
TGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACT
CTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG
CGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCA
GAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGGTTAAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCC
GCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAACATGGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCC
CTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAA
GGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTA
CATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCTGAAGTCCGGTGTAGTA

Vi




VEDLEGG C

Tabell C. Resultater fra sekvensering i nBLAST. Prove KI1.C, K2.C, K3.E og S2.C ble ikke detektert, og er derfor

ikke oppgitt i tabellen.

Bakterieidentitet Maks Total Query E- Identitets-
score score cover verdi score
B1.B
Raoultella ornithinolytica stamme 2449 2449 99% 0.0 99.19%
Raoultella ornithinolytica stamme 2446 2446 99% 0.0 99.19%
Raoultella ornithinolytica stamme 2440 2440 99% 0.0 98.97%
Raoultella planticola stamme 2422 2422 99% 0.0 98.83%
B1.2C
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2071 2071 100% 0.0 98.00%
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2067 2067 100% 0.0 97.91%
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2067 2067 100% 0.0 97.91%
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2067 2067 100% 0.0 97.91%
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2065 2065 100% 0.0 97.91%
Stenotrophomonas maltophilia stamme 2065 2065 100% 0.0 97.91%
B1.E
Pseudomonas plecoglossicida stamme 2065 2065 99% 0.0 98.96%
Pseudomonas plecoglossicida stamme 2065 2065 99% 0.0 98.96%
Pseudomonas taiwanensis stamme 2060 2060 99% 0.0 98.88%
Pseudomonas guariconensis stamme 2054 2054 99% 0.0 98.79%
Pseudomonas monteilii stamme 2054 2054 99% 0.0 98.79%
K1.B
Pseudomonas koreensis stamme 2492 2492 99% 0.0 99.56%
Pseudomonas moraviensis stamme 2488 2488 99% 0.0 99.49%
Pseudomonas reinekei stamme 2471 2471 99% 0.0 99.27%
KI1.E
Lactobacillus fermentum stamme 2556 2556 99% 0.0 99.50%
Lactobacillus fermentum stamme 2555 2555 99% 0.0 99.50%
Lactobacillus gorillae stamme 2433 2433 98% 0.0 98.14%
K2.B
Rahnella aquatilis stamme 2036 2036 99% 0.0 98.45%
Serratia oryzae stamme 1989 1989 99% 0.0 97.76%
Rahnella inusitata stamme 1978 1978 99% 0.0 97.59%
Yersinia enterocolitica stamme 1975 1975 99% 0.0 97.50%

Vil




K2.E

Herbaspirillum huttiense subsp. putei stamme 2425 2425 99% 0.0 99.04%
Herbaspirillum huttiense subsp. putei stamme 2425 2425 99% 0.0 99.04%
Herbaspirillum aquaticum stamme 2422 2422 99% 0.0 98.97%
Herbaspirillum huttiense stamme 2420 2420 99% 0.0 98.97%
Herbaspirillum huttiense stamme 2420 2420 99% 0.0 98.97%
K3.B

Bacillus paramycoides stamme 1844 1844 100% 0.0 99.80%
Bacillus albus stamme 1844 1844 100% 0.0 99.80%
Bacillus anthracis stamme 1844 1844 100% 0.0 99.80%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
Bacillus cereus stamme 1838 1838 100% 0.0 99.70%
S1.B

Pseudomonas protegens stamme 2466 2466 99% 0.0 99.34%
Pseudomonas sesami stamme 2416 2416 99% 0.0 98.68%
Pseudomonas saponiphila stamme 2381 2381 99% 0.0 98.24%
Pseudomonas tremae stamme 2366 2366 99% 0.0 98.02%
S1.C

Lactobacillus fermentum stamme 2327 2327 99% 0.0 99.23%
Lactobacillus fermentum stamme 2324 2324 99% 0.0 99.15%
Lactobacillus gorillae stamme 2196 2196 98% 0.0 97.73%
S1.E

Burkholderia vietnamiensis stamme 2231 2231 99% 0.0 98.73%
Burkholderia vietnamiensis stamme 2224 2224 99% 0.0 98.65%
Burkholderia vietnamiensis stamme 2220 2220 99% 0.0 98.57%
S2.B

Rahnella aquatilis stamme 2435 2435 99% 0.0 98.76%
Serratia oryzae stamme 2344 2344 99% 0.0 97.59%
Rahnella inusitata stamme 2322 2322 99% 0.0 97.24%
Yersinia nurmii stamme 2316 2316 99% 0.0 97.23%
Yersinia massiliensis stamme 2316 2316 99% 0.0 97.23%
Yersinia rohdei stamme 2316 2316 99% 0.0 97.24%
Yersinia intermedia stamme 2311 2311 99% 0.0 97.16%
Yersinia enterocolitica stamme 2305 2305 99% 0.0 97.09%

Vil




S2.E

Pseudomonas protegens stamme 2442 2442 100% 0.0 99.63%
Pseudomonas sesami stamme 2392 2392 100% 0.0 98.95%
Pseudomonas saponiphila stamme 2359 2359 100% 0.0 98.51%
S3.B
Staphylococcus saprophyticus subsp.

P propiy s 2508 2508 99% 0.0 99.42%
saprophyticus
Staphylococcus edaphicus stamme 2503 2503 99% 0.0 99.35%
Staphylococcus saprophyticus subsp.

P propiy P 2503 2503 99% 0.0 99.35%

saprophyticus




VEDLEGG D

Tabell D. Gener for virulens, toksin og hemolysin som ble funnet med Illumina MiSeq fra de utvalgte provene.

B1.B K1.E K3.B S3.B
Gen Raoultella Pseudomonas Rahnella Staphylococcus
ornithinolytica protegens aquatilis saprophyticus

Virulens

algR/algU X

bvgA/bvgS X

cheY x

clpP X
flgB X

flgG X

flhA X

flid X

fiG X X

motA/motC X

ompA X X

phoP/phoQ X X X

pilH X

vbtA/ybtP/ybtQ/ybtX X

Toksin

higA/ higB X X X

hipA/hipB X X

maze/mazF X X
mqsR X

priF X

ratA X

relE X

rot X
vapB X

yhaV X

Hemolysin

hha X

hlyB X X

shiA/shiB X X




VEDLEGG E

Tabell E. Resistensgener som ble pavist med Illumina MiSeq i de utvalgte provene.

B1.B K1.E K3.B S3.B
Gen Antibiotikaresistens Raoultella Pseudomonas | Rahnella | Staphylococcus
ornithinolytica protegens aquatilis saprophyticus

abaF Fosfomycin X X X
abaQ Fluorokinoloner X X
ampC B-laktam X X
arlR Fluorokinoloner X
arnd Polymyxin X X X
ber Sulfonamid X X X
blaORN-1 B-laktam X
blaRAHN-2 B-laktam X
blaZ B-laktam X
ble Bleomycin X
i Fluorokinoloner x X X

Kloramfenikol
catBl Kloramfenikol X
emrA

Fluorokinoloner X X X X
emrB
emrk Tetrasyklin X
emrY Tetrasyklin X X
FosA5 Fosfomycin X
FosB5 Fosfomycin X
FosD Fosfomycin X
FusD Fucidin X
fsr Fosmidomycin X X X
InrL Linearmycin X

[-laktam
marA Fluorokinoloner
marR Kloramfenikol X

Tetracyklin

Rifamycin
mdtA
mdtB Aminocoumarin X X X
mdtC
mdtH

: X X X

mdiK Fluorokinoloner
mdtL Kloramfenikol X X X

Xl




Gen

Antibiotikaresistens

B1.B
Raoultella
ornithinolytica

K1.E
Pseudomonas
protegens

K3.B
Rahnella
aquatilis

S3.B

Staphylococcus
saprophyticus

mexA

mexB

[-laktam
Pyrimidiner
Fluorokinoloner
Makrolider
Polymyxin
Kloramfenikol
Tetracyklin
Sulfonamid
Aminocoumarin

mexF

Fluorokinoloner
Pyrimidiner
Kloramfenikol

mexK

Makrolider
Tetracyklin
Triclosan

msbA

Nitroimidazole

norB

Fluorokinoloner

ogxA

Pyrimidiner
Fluorokinoloner
Tetrasyklin
Nitrofuran

ogxB

Pyrimidiner
Fluorokinoloner
Tetrasyklin
Nitrofuran

sepA

Spectinomycin
Tetrasyklin

stp

Spectinomycin
Tetrasyklin

tcaR

Teicoplanin

tetA

Tetrasyklin

Xl




VEDLEGG F

Tabell F. Resultater fra sensitivitetstesting med MIC med bilder fra testrunde 1 og 2 for de ulike provene.

Resistensverdier og gjennomsnittlig verdi for ulike antibiotikatypene er inkludert.

Amikacin (AK)

Runde 1

I

0,75 pg/ml

4 pg/ml

0,75 ng/ml

Y i ’
0,19

>256 ug/ml

1 pg/ml ng/ml
Gjennomsnitt
125 ug/ml | 5 pg/ml | 0,75 pg/ml 0,19 pg/ml
Ampicillin (AM)

>256 pg/ml

0,19 pg/ml

Gjennomsnitt

16 pg/ml

>256 ug/ml

| >256 pg/ml

‘ 0,19 pg/ml

Xl



Amoxicillin (AMC)

Runde 1

0,5 pg/ml

>256 ug/ml

>256 ug/ml

0,75 pg/ml

0,25 pg/ml

Runde 2

0,75 pg/ml

>256 ug/ml

>256 ug/ml 0,75 pg/ml 0,19 pg/ml
Gjennomsnitt
0,625 pg/ml ‘ >256 pg/ml >256 pg/ml 0,75 pg/ml 0,22 pg/ml
Ciprofloxacin (CI)

Runde 1

0,06 pg/ml

0,094 ng/ml

0,064 ng/ml

Runde 2

0,08 pg/ml

0,038 pg/ml

0,094 pg/ml

0,25 pg/ml

0,064 ng/ml
Gjennomsnitt
0,07 pg/ml 039 pg/ml | 0,09 pg/ml | 0,064 pg/ml | 022 pg/ml

XV



Cefotaxim (CT)

Runde 1

0,012 pg/ml

>32 pg/ml

Runde 2

0,012 pg/ml

>32 pg/ml
Gjennomsnitt
0012pg/ml |  >32pgml | =32 pg/ml 1,75 pg/ml | 6pgml
Erytromycin (EM)

Runde 1

>256 ug/ml

>256 ug/ml

Runde 2

| i‘

>256 pg/ml

>256 pg/ml

>256 ug/ml
Gjennomsnitt
>256 pg/ml >256 pg/ml ‘ >256 pg/ml 24 ng/ml ‘ 1,75 pg/ml

XV



Cefepim (FEP)

Runde 1

0,023 pg/ml

>256 ug/ml

0,125 pg/ml

Runde 2

0,016 pg/ml >256 pg/ml 0,19 pg/ml
Gjennomsnitt

0,0195 pg/ml ‘ >256 ug/ml 3 pg/ml 0,1575 pg/ml
Gentamicin (GM)

Runde 1

1 pg/ml

0,75 pg/ml

Runde 2

0, ml

0,38 pg/ml

0,016 pg/ml

Gjennomsnitt

1 pg/ml |

1,75 pg/ml

‘ 0,625 pg/ml ‘

0,44 pg/ml

0,016 pg/ml

XVI




Imipenem (IP)

Runde 1

gy

1,5 ug/ml

0,125 ng/ml

Runde 2

0,047 pg/ml

0,019 pg/ml 1,5 pg/ml 0,125 pg/ml
Gjennomsnitt

0019 pg/ml | >32 pg/ml 15pgml | 0,125 pg/ml | 0,047 pg/ml
Meropenem (MP)
Runde 1

0,064 pg/ml

0,064 pg/ml

Runde 2

e (B

A

i

0,06 u/ml

0,125 pg/ml

0,064 ug/ml
Gjennomsnitt
0,064 pg/ml ‘ >32 pg/ml 1,5 pg/ml ‘ 0,064 pg/ml 0,125 pg/ml

XVl



Streptomycin (S)

Runde 1

2 pg/ml

24 pg/ml

Runde 2

16 pg/ml 12 pg/ml 0,75 ug/ml 0,75 pg/ml
Gjennomsnitt
2ugml | 20 pg/ml 10pg/ml | 0875 pg/ml 0,625 pg/ml
Trimetoprim (TM)
Runde 1

0,25 pg/ml

>32 pg/ml

0,38 pg/ml

Runde 2

0,25 ug/ml >32 pg/ml >32 pg/ml 1,5 pg/ml 0,35 ug/ml
Gjennomsnitt
0,25 pg/ml >32 pg/ml >32pgml | 125pg/ml | 0,365 pg/ml

Xvil
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