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Abstract

Background: The abuse of antibiotics has become a global issue which leads to the development and
spread of antibiotic resistance (AR) bacteria in the environment. B-lactams are the most commonly used
antibiotic group. This explains the existence of many Gram-negative bacteria from
the Enterobacteriaceae family which have developed an extended-spectrum B-lactamase (ESBL) that

can inactivate B-lactam antibiotics.

Purpose: In this master's thesis we investigated the presence of ESBL-producing bacteria in the aquatic
environment surrounding Norwegian University of Life Sciences (NMBU) campus in As. The main
purpose of the study is to identify the species of AR bacteria and to reveal their genetic mechanism for

AR.

Methods: Water samples were taken from the lakes surrounding NMBU. Samples were filtered and
transferred to selective chromogenic dishes ("Brilliance ™ ESBL" and "Brilliance ™ CRE") to promote the
growth of ESBL-producing bacteria. Polymerase chain reaction (PCR) with multiplex and single plex were
run to detect resistance genes encoding ESBL. Sanger and lllumina sequencing were performed to
identify bacteria species and genes that responsible for AR. An antibiotic sensitivity test (AST) was

performed on two selected bacteria strains to confirm their resistance to different types of antibiotics.

Results: A total number of 10 AR bacterial isolates were selected for further analyses. One bacterial
isolate from "Brilliance ™ ESBL" was identified as Pseudomonas spp. The bacteria showed positive bands
for primer CAU-1 by single-site PCR, but no B-lactamase gene (bla) was identified by lllumina sequencing.
However, many genes encoding efflux pumps were found in the bacteria genome. The AST has shown
that the bacteria was resistant to ampicillin and trimethoprim. Another selected bacterium was
identified as Herbaspirillum spp which grew on "Brilliance ™ CRE". AST showed that the bacterium was
resistant to colistin and sensitive to B-lactam antibiotics. Genes encoding blaTOHO-1-like, blaHcpA and
many efflux pumps were identified in Herbaspirillum spp. TOHO-1 was a class A-B-lactamase which has
not be identified previously. Furthermore, it may be inducible when B-lactam antibiotics exist in the

environment.

Conclusion: The study has identified many different species of AR bacteria in the water surrounding
NMBU. In addition, we also identified a class A B-lactamase in Herbaspirillum spp. which can be induced

by B-lactam antibiotics. Further research was required to study and prevent the spread of AR.



Sammendrag

Bakgrunn: Misbruk og overbruk av antibiotika har fgrt til utvikling og spredning av antibiotikaresistens
(AR). Dette er et gkende globalt problem som utgj@r en stor helsetrussel. Blant antibiotika er B-laktamer
den mest vanlige brukte antibiotikagruppen, derfor har mange Gram-negative bakterier fra
Enterobacteriaceae familie utviklet B-laktamase med utvidet spektrum (ESBL) som inaktiverer B-
laktamantibiotika. Dessuten kan AR spre seg ved at disse bakteriene smitter mellom bl. andre bakterier,

dyr og miljg.

Hensikt: Formalet med denne masteroppgaven var a undersgke tilstedeveerelse av ESBL-produserende
bakterier i akvatiskmiljg fordi det har vaert lite fokus pa forekomst og spredning av AR i akvatiskmiljget.

Dette er med pa a bidra til et helhetlig kunnskap om utbredelse av AR i hele gkosystem.

Metode: Vannprgver hentet fra Norges miljg- og biovitenskapelige universitet ble fgrst filtrert og
overfort til selektive kromogene skaler («Brilliance™ ESBL» og «Brilliance™ CRE») for a fremme vekst av
ESBL-produserende bakterier. Videre ble det kjgrt multipleks og singelpleks «polymerase chain
reaction» (PCR) for detektering av resistensgener som koder for ESBL. Det ble ogsa utfgrt Sanger- og
lllumina-sekvensering for identifisering av bakterier, hvorav lllumina-sekvenseringen ogsa kunne pavise
alle resistensgener i bakterienes genomer. Til slutt ble det gjort en antibiotika sensitivitetstest (AST) pa

to utvalgte bakterier for & undersgke bakterienes motstandsdyktighet mot ulike typer antibiotika.

Resultater: Blant 10 undersgkte bakterieisolater vokste 1 bakterieisolat pa «Brilliance™ ESBL» som ble
senere identifisert som Pseudomonas spp. ved Sanger-sekvenseringen for 16S rRNA. Bakterien viste
positivt band for primer CAU-1 ved singelpleks PCR, men ved Illumina-sekvenseringen ble det ikke
detektert noe gener som koder for B-laktamase (bla). Det ble derimot funnet mange gener som koder
for efflukspumper i bakteriens genomet. Gjennom AST ble det pavist at bakterien var resistent mot
ampicillin og trimetoprim. Den andre utvalgte bakterien var Herbaspirillum spp. og vokste pa
«Brilliance™ CRE». AST viste at bakterien var resistent mot kolistin og var fglsomme mot f-
laktamantibiotika, men etter Illumina-sekvensering ble TOHO-1 lignende gen og blancpa annotert av
PROKKA i tillegg til noe efflukspumper. TOHO-1 var en ny klasse A-B-laktamase fordi det ikke finnes helt
identiske B-laktamase registrert i noen databaser. Dessuten er den muligens en induserbar B-laktamase,

da den var fglsomme mot B-laktamantibiotika men vokste pa «Brilliance™ CRE».

Konklusjon: Studien viste at det fantes multiresistente bakterier der prgvene ble hentet. Resultatene er
foruroligende med tanke pa et funn med ny type induserbar B-laktamase og var samtidig kolistin-
resistent. Dette tydet pa at AR er under utvikling. Videre forskning var derfor ngdvendig for a forebygge

ytterligere spredning av AR.



Forkortelse

ABC - Adenosintrifosfat bindende kasett

AR - Antibiotikaresistens

ARB - Antibiotikaresistent bakterie

ARG - Antibiotikaresistent gen

AST - Antibiotika sensitivitetstest

ATP - Adenosintrifosfat

Bp - Basepar

BP - Brytningspunkt

CRE - Karbapenem resistent Enterobacteriaceae

CTX-M - Cefotaksimase Muinich (ESBLa)

ddNTP - Dideoksynukleotid

dNTP - Deoksynukleotid

ECDC - Centers of Disease Control and Prevention

EDTA - Etylen Diamin Tetra Acetat

ESCMID - The European Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
EUCAST - European Comittee on Antimicrobial Susceptiblity Testing
ESBL - B-laktamase med utvidet spektrum

FQ - Fluorokinoloner

G+ - Gram positive bakterier

G- - Gram negative bakterier

HcpA - Helicobacter pylori cysteinrik protein A (B-laktamase)
HcpC - Helicobacter pylori cysteinrik protein C

HGO - Horisontal genoverfgring

IM - Innermembran



KPB - Karbapenemaseproduserende bakterier

MBL - Metallo-B-laktamase

MIC - Minimium inhiberende konsentrasjon

MRSA - Meticillin resistent Staphylococcus aureus

MSIS - Det norske meldingssystemet for smittsomme sykdommer

MDR TB - Multidrug resistent tuberkulose

MGE - Mobile genelementer

MH - Muller-Hinton Agar

NDM - New Delhi metallo B-laktamase

NORM - Norsk overvakningssystem for antibiotikaresistens hos mikrober

NORM-VET - NORM fra for, dyr og naeringsmidler
PBP - Penicillinbindende proteiner

OM - Yttermembran

PCR - Polymerase kjedereaksjon

QAC - Quaternary ammonium componds

rRNA - Ribosomalt RNA

VIM - Verona Integronkodet Metallo-B-laktamase
VRE - Vancomycinresistente enterokokker

WHO - World Health Organiazation

XDR TB - Extensively drug resistant tuberkulose
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1.0 Introduksjon

Bekjempelse av infeksjonssykdommer er et viktig tema fordi infeksjoner har alltid vaert dominerende
sykdoms- og dgdsarsak i menneskets sykdomspanorama (Yazdankhah et al., 2013). Til tross for
oppdagelse av ulike antibiotika i periode 1920-1960 som reduserte dgdsfall forarsaket infeksjoner
betraktelig, har gkende forekomst av antibiotikaresistens (AR) samt utvikling av nye infeksjoner skapt
helseutfordringer i dagens samfunn. Nesten alle antibiotikum benyttes i dag var utviklet under denne
perioden, ogsa kalt «antibiotikaens gullalder». Det som er foruroligende er at flere av de
antibiotikumene har blitt ineffektive mot mange patogene og fgrt til hgy mortalitet og morbiditet, noe
som kan skyldes av utvikling av antibiotikaresistente bakterier (ARB) (Folkehelseinstituttet, 2010a). |
forbindelse med dette har mange mikroorganismer fatt oppmerksomhet av Verdens helseorganisasjon
(WHO), bl.a. Enterobacteriaceae som produserer B-laktamase med utvidet spektrum (ESBL),
vancomycinresistente enterokokker (VRE), meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA),
Pseudomonas aeroginosa (P. aeroginosa) og Acinetobacter baumannii (WHO, 2019a). Grunnen er at
disse bakteriene er ofte multiresistente (MDR). Dessuten inneholder mange av disse bakteriene
resistensgener som kan overfgres til andre bakterier og dermed bidra til spredning av AR i hele

gkosystem, noe som utgjgr en bdde internasjonalt og nasjonalt trussel mot var framtidige helse.

Det har veert mye fokus pa AR som forekommer hos mennesker, dyr og i mat, og flere land har etablert
overvakningsprogram for AR og antibiotikabruk for @ kunne begrense og forebygge utvikling av AR, men
AR iytre miljg har derimot ikke fatt like mye oppmerksomhet pa (Steinbakk et al., 2014). Det ytre miljget
er faktisk en viktig del i gkosystemet som er med pa d spre AR, spesielt i akvatiskmiljg, da antibiotika kan
ga gjennom utslipp og spres videre til bl.a. overflatevann og grunnvann. Etter som det er gjort relativt
lite underspkelse om forekomst av AR og om hvor utbredt resistens er i akvatiskmiljget, trengs det mer
og bredere forskning pa dette omradet for a fa et helhetlig kunnskap. Pa bakgrunn av dette ble det i
denne studien gjort en rekke undersgkelser rettet mot forekomst av ESBL-produserende bakterier i
akvatiskmiljg. Flere vannprgver ble hentet fra omrader rundt Norges miljg- og biovitenskapelige
universitet (NMBU) i As. Bade fenotypiske og genotypiske metoder ble benyttet for & undersgke

tilstedevaerelse av ESBL-holdige bakteriene og deres virkningsmekanismer.



2.0 Teori

2.1 Antibiotika

Mennesker har alltid forsgkt & kjempe mot infeksjoner. Allerede i 1600-tallet ble alkaloidekstrakter fra
kinabark og ipecacuanhabusken oppdaget og viste effekt mot malaria og amgbiasis i Sgr-Amerika
(Yazdankhah et al., 2013). | begynnelsen av 1900-tallet innledet Paul Ehrilich (1854 - 1915) antibiotisk
2ra gjennom arbeide med syntetiske antimikrobielle midler, noe som fgrte til fremstillingen av flere
sulfonamider fra 1932. Sulfonamidene ble anvendt mot en rekke sykdommer, bl.a. lungebetennelse,
urinveisinfeksjoner, halsbetennelse, barselfeber osv. Innfgring av sulfonamidene er sannsynligvis en

viktig stimulus for utvikling av antibiotika.

Penicillin er verdens fgrste antibiotika oppdaget av Alexander Fleming (1881 - 1955) ved et rent tilfelle
isommer 1928, men utvikling stoppet opp ettersom han ikke klarte a produsere nok penicillin til kliniske
tester (Tronsmo, 2016). Helt til 1940 paviste professor Howard Florey og kjemiker Ernst Chain (1906 -
1979) penicillinets medisinsk virkning ved Oxford universitetet i England (Yazdankhah et al., 2013). De
klarte a rense penicillinet slik at det kunne tas i medisinsk bruk. Anvendelse av penicillinet i behandling
av mennesker skjedde fgrst gang i 1941 i England, hvor en 40-aring politimann ble nesten frisk ved
behandling av penicillinet, men han dgde likevel da det var slutt pa renset penicillin. Pa grunn av krigen
og begrenset ressurser i Europa var det vanskelig a fa til storskala produksjon av penicillin. Produksjon
av penicillinet ble derfor flyttet til USA og ble offentlig introdusert pa forsider til alle amerikanske aviser
i 1942. Under 2. verdenskrig ble 2.3 millioner doser av penicillin fraktet fra USA til England og benyttet
til behandling av soldater av de allierte (Tronsmo, 2016). Enorm etterspgrsel etter penicillinet under
krigen og dets suksess fgrte til oppdagelser av flere nye antibiotika under «antibiotikaens gullalder»,
hvorav streptomycin (fgrste antibiotika mot tuberkulose), kloramfenikol (fgrste bredspektrede
antibiotika), gentamicin samt andre viktige antibiotika ble innfgrt (Yazdankhah et al., 2013). Figur 1 viser

en tidslinje for innfgring av ulike antibiotikum, samt utvikling av resistens til enkelte antibiotikum.



ANTIBIOTIC ERA

1958 1963 1978 1986
1937 1941 1954 1961 | 1964 1969 1977 | 1980 1983 1996 1999 2003
ANTIBIOTIC L] | =% | I || =
Sulfonamidesl Colistin | Meticillin | Cephalothin | Piperacillin Linezolid l Ceftaroline
Penicillin  Vancomycin Gentamicin Fosfomycin Daptomycin  Tigecycline Teixobactin*
Ciprofloxacin
Clavulanic Ceftriaxone,
acid imipenem
1964 1988 1996 2001 2005
1942 1949 1963 1966 1971 1979 1984 1989 | 1990 | 1997 2003| 2009
RESISTANCE | | | | | | | 1]] | | |
Sulfonamide MRSA TEM OXA IMP | KPC | I NDM
lesistance VRE | VRSA,VIM Tigecycline
PRSA Colistin SHV, AmpC Linezolid resistance
resistance resistance
Ciprofloxacin CTX-M
resistance methylase

Figur 1. Tidslinje for antibiotika oppdaget fra 1937 og utvikling av resistenser fra 1942. (*lkke i klinisk
bruk) (Iredell et al., 2016).

Ordet «antibiotikum» kommer av gresk og betyr «mot livy. Det ble fgrst definert av Selman Waksman
(1888 - 1973) i 1942 som et stoff produsert av mikroorganismer som alt i lave konsentrasjoner dreper
eller hemmer veksten av andre mikroorganismer (Yazdankhah et al., 2013). Ettersom antibiotika fikk
stor utvikling arene etter og har vaert et av de mest sentrale medikamentene i helsevesenet i dag,
inkluderer begrepet na ogsa semisyntetisk og syntetisk antibiotika i tillegg til de som produsert naturlig

av muggsopp eller Actinomyces-arter (Lund, 2017).

2.1.1 Klassifisering av antibiotika

Det finnes flere mater a kategorisere antibiotika pa. Som nevnt kan antibiotika vaere enten syntetisk,
semisyntetisk eller naturlig produsert av muggsopp. | tillegg er det vanlig a klassifisere antibiotika etter
bl.a. deres virkningsspekteret, kjemiskstruktur, toksisitet og virkningsmekanisme. Etter
virkningsspekteret er antibiotika delt i smalspektret og bredspektret (Lund, 2017). Et smalspektret
antibiotika er aktivt mot G+ bakterier som f.eks. penicillin, mens et bredspektret antibiotika er aktivt
mot bade G+ og G- antibiotika. | denne studien ble det benyttet 13 ulike antibiotika, og disse er

klassifisert etter deres kjemiske strukturer (tabell 1).



Tabell 1. 13 antibiotika benyttet i denne studien som er delt i 8 klasser etter deres kjemiske strukturer.

Antibiotikaklasser Antibiotika

Aminopenicilline (B-laktam) Ampicillin (3. generasjon)
Amoksicilin med klavulansyre
Kefalosporine (B-laktam) Cefataxim (3. generasjon)

Cefepim (4. generasjon)

Karbapeneme (B-laktam) Imipenem
Meropenem

Fluorokinolone Ciprofloxacin

Aminoglykoside Amikasin
Gentamicin

Streptomycin

Makrolide Erytromycin
Polymyxin Kolistin
Andre antibiotika Trimetoprim

Videre skilles antibiotika mellom baktericider og bakteriostatiske antibiotika som har ulike
virkningsmekanismer. De fleste baktericider dreper bakterier direkte ved & hemme syntese av DNA,
RNA, cellevegg eller protein, mens bakteriostatiske forbindelser hindrer bakteriene i & dele seg uten a
drepe dem (Kohanski et al., 2010). Til tross for bakteriostatiske antibiotika ikke dreper bakteriene, kan
de veere tilstrekkelige for noen pasienter, da antibiotikumene i samarbeid med kroppens immunforsvar

i form av fagocytter og «antibody» produksjon kan bekjempe infeksjoner (Lund, 2017; Tronsmo, 2016).

2.1.2 Virkningsmekanismer for antibiotika

Generelt virker antibiotikum pa 5 ulike mater (Tronsmo, 2016). De 5 virkningsmekanismene er listet

opp nedenfor.

1) Inhibering av celleveggsyntese: 8-laktamer

2) Inhibering av proteinsyntesen: makrolider, aminoglykosider
3) Inhibering av DNA syntese: fluorokinoloner

4) Polypeptid-antibiotika: polymyxin

5) Vekstfaktor analoger: trimetoprim



2.1.2.1 Inhibering av celleveggsyntese (for 6-laktamer)

Blant de antibiotikumene benyttet i denne studien har antibiotika aminopenicilliner (derivater av
penicillin), kefalosporiner og karbapenemer denne virkningsmekanismen (Steane, u.3.). Disse er B-
laktamantibiotika fordi de inneholder ringstruktur kalt B-laktamring i deres kjemiske struktur. En mulig
forklaring pa denne virkningsmekanismen er at B-laktamring ligner pa struktur til D-alany D-alanin, noe
som er en del av peptidkjede i bakteries cellevegg (Kapoor et al., 2017). D-alany D-alanin vil danne
kryssbinding med glysinrester vha. penicillinbindende proteiner (PBP) og styrker celleveggen. Ved bruk
av B-laktamantibiotika binder PBP til B-lalaktam i steden for D-alany D-alanin, noe som gjgr det umulig

for dannelse av ny peptidglykan, og bakteriecellen vil da sprekke seg.

2.1.2.2 Inhibering av proteinsyntesen (for makrolider og glykosider)

Proteinsyntese foregdr i to trinn, hvorav DNA blir fgrst transkribert til budbringer RNA (mMRNA) som
deretter translateres til protein vha. ribosomer (Aarnes, 2011). Ribosomer 70S (Svedberg-enhet) til
bakterieceller er satt sammen av to subenheter, 30S og 50S. Antibiotika aminoglykosider og makrolider
hemmer translasjonen pa ribosomene ved a angripe disse to subenhetene (Kapoor et al.,, 2017).
Aminoglykosider er positiv-ladet. Ettersom yttermembran (OM) til bakterier er negativ-ladet, kan
aminoglykosider trenge lett giennom porer i membranen og videre gjennom cytoplasma. | samarbeide
med 16S rRNA (en underenhet til 30S subenhet) i cytoplasma vil den fgre til feilavlesning, og translasjon

av mRNA avsluttes dermed for tidlig.

| stedet for & angripe 30S subenhet, er malet til makrolider underenhet 23S rRNA til 50S ribosomalt
subenhet. Makrolider binder seg til 23S rRNA og hemmer aminosyrer binder seg til polypeptidkjede, slik
at en ufullstendig polypeptidkjede slippes ut. Translasjon blir dermed hindret (Kapoor et al., 2017;
Steane, u.a.). Makrolider har et bredere spekter enn penicillin og er ofte et alternativ for pasienter som

er allergiske mot penicillin (Steane, u.3.).

2.1.2.3 Inhibering av DNA syntese (for fluorokinoloner)

Enzymer DNA gyrase og topoisomerase IV er viktig for DNA replikasjon og transkripsjon. Gyrase
katalyserer superkveiling til dobbeltradet DNA (dDNA), slik at dDNA er tvunnet sammen i riktig grad for
3 kunne replikeres og transkripteres nar to trader er separert, mens topoisomerase |V sgrger for
separering av dDNA etter replikasjon ved a lage et brudd i dattertrad. Fluorokinoloner vil hemme disse

enzymene slik at DNA replikasjon og transkripsjon blir stoppet (Kapoor et al., 2017).



Blant de 13 antibiotikum i tabell 1 tilhgrer ciprofloxacin denne antibiotikaklassen. Ciprofloxacin er et
bredspektret baktericid som ogsa virker pa bakterier ligger inne i celler (Hasle, 2009). Den er effektiv
mot de fleste infeksjoner i tarmer og urinveier og ma derfor ha en begrenset bruk, kun ved alvorlige

infeksjoner (Statens legemiddelverk, 2019).

2.1.2.4 Polypeptid-antibiotika (for polymyxin)

Kolistin (polymyxin E) er et eksempel pa polymyxin. Den er et gammel antibiotika som gdelegger
cellemembran hos mange G- bakterier (Norsk legemiddelhandbok, 2017). Ved lave doser virker kolistin
bakteriostatisk, men virker som baktericid ved hgye doser. Kolistin har veert brukt som
sistehandspreparat i behandling av infeksjon forarsaket av multiresistente G- bakterier, nar andre
mindre toksiske antibakterielle midler ikke er effektive nok (Veterinaerinstituttet, u.a.-b). Dessuten kan

bruk av kolistin fgre til mange bivirkninger og har derfor hatt begrenset bruk.

Positiv-ladet kolistin gdelegger cellemembran ved a binde seg til negativ-ladet lipid A. Lipid A er
hydrofob og befinner segilipopolysakkarider som utgjgr yttermembran hos G- bakterier (Yu et al., 2015).
Dette skaper elektrostatisk interaksjon mellom lipid A og kolistin, slik at kolistin kan trenge lett gjennom
cellemembranen og pavirke stabilitet til innermembran (IM). Bakteriecelle gar dermed i opplgsning (Yu

et al., 2015).

2.1.2.5 Vekstfaktor analoger (syntetisk antibiotika som trimetoprim)

Vekstfaktorer er forbindelser organismer ma ha for a stimulere vekst fordi organismene ikke klarer &
syntetisere de forbindelsene selv (Tronsmo, 2016). En vekstfaktor analog er en syntetisk forbindelse
som har lignende struktur til vekstfaktorer, men som ikke fungerer i cellen. Antibiotika som
trimetoprimer og sulfonamider er eksempler pa vekstfaktor analoger. Trimetoprim hemmer
dihydrofolatreduktase, et enzym som er viktig for folsyremetabolisme hos bakterier (Kapoor et al., 2017).
Folsyremetabolismen sgrger for omdanning av folat til tetrahydrolat, noe som er ngdvendig for
celledeling (Andresen, 2019). Nar denne mekanismen er hemmet, stopper celledelingen. Det er ogsa

grunnen til at gravide ikke skal bruke denne antibiotika siden folsyre er viktig for utvikling av foster.



2.1.3 Antibiotikaforbruk

Bruk av antibiotika er vanlig i forbindelse med behandling av mennesker og dyr, men en tredje del til
halvparten av antibiotikabruk er enten ungdvendig eller upassende nar det gjelder valg av antibiotika,
dosering eller varighet av behandlingen (Centers of Disease Control and Prevention, 2016). Ifglge
statistikk fra Centers of Disease Control and Prevention (ECDC) ble 47 millioner preskripsjoner med
ungdvendige antibiotikum utgitt av leger i USA hvert ar. | tillegg var USA et av de fleste land utenfor EU
som var mulig for b@nder a kjgpe antibiotika over disk fgr 2017 (Schanche, 2019). 1 2017 ble det innfgrt
nye regler i USA, blant annet kun veterinaerere kunne skrive resepter eller selv gi antibiotika til
matproduserende husdyr. Effekten av dette var overraskende, hvorav antibiotikabruk i
matproduserende husdyr viste en nedgang pa 39% i to ar. Dette gir en arlig reduksjon pa ca. 3000 tonn
antibiotika som tilsvarer det totale norske antibiotikaforbruket i over 50 ar (Schanche, 2019). Til tross
for stor nedgang i denne forbindelsen, er antibiotikaforbruk fortsatt hgy pa verdensbasis, spesielt i Asia,

Afrika og Sgr-Europa.

Ifglge en rapport fra World Health Organization (WHO) hvor den viste en statistikk om antibiotikaforbruk
fra 65 land mellom 2016-2018, hadde Mongolia hgyest forbruk blant de 65 landene. Burundi hadde
lavest forbruk siden de oppga kun data fra sykehus, mens mange andre land i Europa oppga statistikk
over hele sitt land. Selv om statistikken ikke er ikke helt ngyaktig fordi mange land ikke har veletablert
system som kunne samle in komplet data for antibiotikaforbruk, viste den likevel en oversikt over
situasjon i verden (WHO, 2018). Generelt har Skandinavia mindre forbruk av antibiotika i forhold til

andre land.

Norge er et av de landene som har lavest antibiotikaforbruk (Veterinaerinstituttet, u.a.-a). Ifglge en felles
rapport utgitt av Norske overvakningsprogram for antibiotikaresistens hos mikrober (NORM) og Norske
overvakningsprogram for antibiotikaresistens hos mikrober fra for, dyr og naeringsmidler (NORM-VET)
(2018) ligget det totale antibiotikaforbruket for mennesker, dyr og fisk pa 56.3 tonn, hvorav mennesker
utgjer 89% av det totale forbruket, mens andel for dyr og fisk ligget henholdsvis pa 9% og 2% (NORM &
NORM-VET, 2018). Den fellesrapporten viste ogsa at penicillin er den mest brukte antibiotika i Norge
helt fra 1993, etterfulgt av sulfonamider og trimetoprimer. Allikevel har Norge begynt a bruke
ungdvendig bredspektrede antibiotika som har fgrt til utvikling av antibiotikaresistens (AR) (Schanche,
2019). Situasjonen i Norge er heldigvis fortsatt handterbar. Helse- og omsorgsdepartementet i regjering

har allerede laget en handlingsplan med et mal a redusere antibiotikabruk i befolkningen med 30% innen



2020 (Helse- og omsorgsdepartementet, 2015). Ved & sammenligne med NORM & NORM-VET

rapporten 2018 kan det observeres en ganske jevn nedgang i antibiotikaforbruk siden 2015.

2.2 Antibiotikaresistens

Misbruk og overbruk av antibiotika er hoved arsaker til utvikling av AR (Folkehelseinstituttet, 2012). Nar
en bakterie er utviklet resistens mot antibiotika, vil ikke antibiotika ha effekt pa bakterien lenger. Den
kan dermed formere seg videre og fremkalle eller forverre sykdom. Dette er et gkende globalt problem
som ma tas pa alvor. Konsekvenser av gkt AR er flere. | noe tilfelle kan den fgre til bruk av dyrere eller
mindre effektive antibiotikum, samt bruk av antibiotika som gir bivirkninger (Enger, 2018). Det som er
problemet er at disse vil igjen gke fare for utvikling av AR. Uten effektive antibiotikum kan kirurgi og
kreftbehandling bli utfordrende, da infeksjoner med AR er vanskelig & behandle. Hvis infeksjoner er

uhelbredelige kan det i verste fall fgre til dgden (WHO, u.a.).

2.2.1 Naturlig og ervervet resistens

Resistens mot antibiotika kan deles opp i naturlig og ervervet (Folkehelseinstituttet, 2012). Bakterier
som er naturlig/iboende resistent mot antibiotika mangler ngdvendige strukturer eller metabolske
mekanismer, slik at antibiotika ikke har noe angrepspunkter og dermed mister effekt. Dette egenskapet
er genetisk betinget som overfgres kun ved arv, ikke mellom bakterier, derfor kalles det vertikal
genoverfgring (Gaustad, 2001). Kefalosporinresistens er eksempel pa det fordi at de mangler binding til
PBP hos enterokokker. Ervervet resistens er bakterier som kan erverve resistens gjennom mutasjoner
eller ved overfgring av arvestoff som koder for resistensegenskaper (Folkehelseinstituttet, 2012). Denne
type genoverfgringen kan skje mellom bakterier eller fra omgivelser til bakterier og kalles derfor
horisontal genoverfgring (HGO). Naturlig resistens spres ikke til andre bakterier og pavirker derfor ikke
antibiotikaforbruk (Wasteson & Lund, 2014). Det er ervervet resistens som er hovedarsak til
resistensutvikling og skaper globale helsetrusler. Disse bakteriene er i utgangspunktet bare fglsomme

mot antibiotikum, men gjennom mutasjoner eller HGO blir de resistente (Folkehelseinstituttet, 2012).

2.2.1.1 Mutasjon

Ved mutasjon skjer det forandring i et gen eller et kromosom til bakterier som gjgr dem
motstandsdyktige mot antibiotika (Wasteson & Lund, 2014). Hvis bakterier hos en pasient har blitt
resistente mot antibiotika gjennom mutasjon, vil de mutantene formere seg pa tross av

antibiotikabehandling, noe som vil forsinke eller hindre helbredelse (Helsedirektoratet, u.a.).



Mutasjonen oppstar hele tiden i bakterier ved at bakteriene selekterer bort ugunstige arveegenskaper
for & overleve. Den er derfor uavhengig av tilstedevaerelse av antibiotika. Allikevel vil naervaer av
antibiotika gke frekvensen av mutasjonen ettersom bakteriene har blitt stresset av antibiotika, og de vil

da selektere ut resistente mutanter gjennom en vekstfordel.

Multiresistens hos tuberkulosebakterie Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) er et eksempel pa
ervervet resistens gjennom mutasjon (Wasteson & Lund, 2014). Det omtales ofte to typer tuberkulose
(TB), «multidrug resistent TB» (MDR TB) og «extensively drug resistent TB» (XDR TB) (Drage & Jiurgens,
2015). Ved MDR TB er M. tuberculosis resistente mot de to viktigste medikamenter, bl.a. isoniazid og
rifampicin, mens XDR TB er ekstremt resistente, da de er resistente mot minst ett florokinolon og minst
ett av amikacin, capreomycin og kanamycin i tillegg til isoniazid og rifampicin. Ifglge Moberg, 2012
oppstar resistens mot tuberkulosemedikamenter gjennom en kombinasjon av spontanmutasjoner i
genomet til M. tuberculosis og seleksjon av resistente stammer. | dette tilfellet er multiresistens et
resultat av en trinnvis prosess, hvorav flere konsekutive mutasjoner oppstar i flere resistensgener, ikke
bare i ett enkelt gen (Moberg, 2012). Fremveksten av resistens til tuberkulosebakterien har derfor blitt
et globalt helseproblem. Ifglge statistikk fra WHO i 2018 ble 10 millioner mennesker syke i tuberkulose,
og 1.5 millioner dgde av sykdommen (WHO, 2019b).

2.2.1.2 Horisontal genoverfgring

HGO hos bakterier foregar pa 3 ulike mater: transformasjon, konjugasjon og transduksjon (Tronsmo,
2016). Ved transformasjon blir nakent DNA tatt opp av bakterie fra omgivelser og inkorporerer den i sitt
eget kromosom ved rekombinasjon. En bakterie som ikke er motstandsdyktig mot antibiotika kan derfor
ved transformasjon bli resistent hvis den far resistensgen i seg. Transformasjonen foregar naturlig innen
samme art, men det ble senere pavist at prosessen foregar ogsa mellom ulike arter eller slekter som er
naert beslektet, bl.a. Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Neisseria spp. osv. (Gaustad, 2001;
Tronsmo, 2016). Det er imidlertid ikke pavist transformasjon mellom G+ og G- bakterier. Konjugasjon
skiller fra transformasjon ved at den ma skje ved direkte kontakt mellom donor og akseptor, hvorav et
replikert plasmid overfgres til akseptoren mens donnorcellen beholder original plasmidet (Tronsmo,
2016). For G- bakterier skjer genoverfgring gjennom et rgr kalt «sex pili» som kobler donorcellen og
akseptorcellen sammen, mens for G+ bakterier skjer overfgringen gjennom en klebrig overflate som
«limer» cellene sammen. HGO ved transduksjon foregar mellom bakterier via bakteriofager (virus). Virus
bestar av arvematerialer omkranset av en proteinkappe. Ved transduksjon blir biter av bakterie DNA

pakket inn i proteinkappen istedenfor virus DNA som virus vanligvis gj@r. Bakteriens DNA blir sa infisert



i kromosom til en ny bakteriecelle for at genene skal komme til uttrykk. Ifglge Helsedirektoratet (2019)
er transduksjon sannsynligvis hovedarsak for spredning av meticillinresistensgenet mellom

stafylokokker (Helsedirektoratet, 2019).

2.2.1.3 Mobile genetiske elementer

Antibiotikaresistensgener (ARG) til bakterier lokaliseres ikke bare i kromosom, ogsa i plasmidet
(ekstrakromosomalt). Plasmidene er sma sirkulzere mobile genelementer (MGE) som replikerer seg selv
uavhengig av kromosomene (Tronsmo, 2016). Som nevnt i forrige avsnittet kan plasmidene med ARG
spre seg mellom G+ eller G+ bakterier ved konjugasjon. | tillegg finnes det ogsa andre MGE som gir en
effektiv mekanisme for resistensgenoverfgring mellom bakteriene, bl.a. transposoner og integroner
(Gaustad, 2001). Transposoner er «hoppende gener» fordi de inneholder transpotase som gjgr dem
mulig a flytte seg. Noe transposoner er konjugative og er vanligvis integrert i et kromosom eller plasmid.
Hvis en konjugativ transposon baerer ARG, kan den overfgre ARG til andre bakterie under flytting mellom

ulike bakterier ved konjugasjon.

Integroner er egentlig ikke MGE i seg selv, men inngar i et bevegelig genetisk kasettsystem og blir
dermed mobile genelementer (Davies & Davies, 2010; Gaustad, 2001). Integroner inneholder 2
konserverte segmenter (omrader), 5’ og 3’, samt et variabelt omradet der genkasetter kunne integreres
(Slettemeads & Sunde, 2008). Pa den maten kan integronene gjenkjenne og fange opp flere genkasetter.
Ettersom de fleste genkasettene inneholder ARG, kan integroner overfgre resistensgener mellom celler

ved hjelp av f.eks. konjugative transposoner og/eller plasmider.

2.2.2 Virkningsmekanismer for antibiotikaresistens

Det finnes hovedsakelig 4 ulike virkningsmekanismer knyttet til AR som hindre antibiotikum 3 virke
(Haldorsen & Samuelsen, 2012). Disse mekanismene er 1) Redusert opptak av antibiotika 2)
Efflukspumpe 3) Modifisering av malsete og 4) Enzymatisk inaktivering av antibiotika (figur 2). Det er
ofte at flere mekanismer involverer samtidig hos en resistensbakterie (Munita & Arias, 2016).

Fluorokinoloner (FQ) er eksempel pa det, da 3 av de 4 mekanismene (1-3) er benyttet av FQ.
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Figur 2. Fire hoved virkningsmekanismer for AR (Vitenskapskomiteen for mat og miljg, u.a.).

2.2.2.1 Redusert opptak av antibiotika

Poriner er vannfylte kanaler som befinner seg pa OM til G- bakterier (Kapoor et al., 2017). Sma hydrofile
molekyler som B-laktamer og FQ kan penetrere inn i bakteriecelle gjennom poriner.
Antibiotikaresistensbakterier (ARB) kan derimot endre permeabilitet ved a enten lukke eller redusere
antall poriner pa OM. Dette fgrer til en redusert permeabilitet pa OM slik at ingen/mindre mengde

antibiotika kunne komme seg inn i bakteriecellene. Antibiotika mister dermed effekt.

2.2.2.2 Efflukspumpe

Efflukspumpe er et system membranproteiner har der de pumper ut toksiske stoffer ut av bakteriecellen
(Kapoor et al., 2017). Dette systemet gjgr at antibiotika som har gatt inn i bakteriecellen blir pumpet ut
igjen fgr den na sitt angrepspunkt/malsete. Konsentrasjon til antibiotika i cellen blir dermed for lavt for
a kunne virke mot ARB. De fleste efflukspumpene bestar av membranproteiner lokalisert i
cytoplasmamembran. Til tross for noe enkelte efflukspumper er spesifikke mot et substrat, virker de
fleste efflukspumpene mer bredspektret, dvs. antibiotika fra flere klasser kan pumpes ut av bakteriecelle
(Munita & Arias, 2016). Dette gjgr at pumpesystemene virker mot nesten alle antibiotika bortsett fra
polymyxin og er derfor et av de viktigste arsakene til utvikling av MDR. Dessuten finnes det MDR
efflukspumper som kan pumpe tungmetaller, detergent og organiske Igsningsmidler ut av bakteriecelle
i tillegg til antibiotika (Blanco et al., 2016). Mutasjon eller induksjon ved eksponering for antibiotika kan

gi overuttrykking av efflukspumpene og gjgr bakteriene enda mer resistente.

2.2.2.3 Modifisering av mdlsete
For at et antibiotikum skal kunne virke, ma det komme frem til malsete. ARB kan hindre antibiotikumet

binde seg til malsetet ved f.eks. strukturendring, amplifisering eller beskyttelse (evt. fravaer) av malsetet
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under forutsetning av at den nye strukturen beholder alle funksjoner bakterien hadde fgr
strukturendring (Meyer, 2014; Tronsmo, 2016). Ettersom malsetet til antibiotikum er sveert spesifikke,
har ofte en liten endring stor betydning for ARB (Kapoor et al.,, 2017). Ved for eksempel endring i
subenheter til ribosomer, vil ikke antibiotika som makrolider eller tetrasykliner hemme bakteriens
protein syntese lenger. Forandring i PBP vil fgre til de fleste G+ bakterier blir resistente, da det blir
produsert B-laktamase. | tillegg kan ogsd omstrukturering i cellevegg gjgr det mulig for dannelse av
peptidglykan. Alt disse reduserer antibiotika sin affinitet til bakterieceller. Mutert gyrase, topoisomerase
IV og RNA polymerase inaktiverer FQ eller rifampin, mens ribosomal beskyttelse kan fgre til

tetrasyklineresistens.

2.2.2.4 Enzymatisk inaktivering av antibiotika

Enzymer som inaktiverer antibiotika er delt i 3 hoved grupper: B-laktamase, aminoglykosid-modifisert
enzymer og kloramfenikol acetyltransferase (Kapoor et al., 2017). | denne studien er det fokusert pa -
laktamaser, enzymer som produseres av bade G+ og G- bakterier. Generelt virker disse enzymene ved
a hydrolysere B-laktamringer (med ester og amidbinding), dermed inaktiverer B-laktamantibiotika som
penicillin, kefalosporiner, karbapenemer og monobaktamer (Haldorsen & Samuelsen, 2012; Kapoor et

al., 2017).

2.2.3 Resistensenzymer - ESBL

Allerede i 1940, et ar fgr penicillin ble introdusert, ble B-laktamaser fgrste gang beskrevet som «
ekstrakter til Escherichia coli (E.coli) kunne inaktivere penicilin» (Haldorsen & Samuelsen, 2012). Noe ar
etter innfgring av penicillin ble det pavist at inaktiveringen skyldtes av spredning av ekstrakromosomalt
resistensgen mellom Staphylococcus aureus (S. aureus) (Munita & Arias, 2016). For & kunne lgse dette
problemet, ble et mer bredspektrede pB-laktamantibiotika ampicillin innfgrt. Allikevel ble
ampicillinresistens oppdaget fra en pasient som heter Temoniera rundt 60-tallet, og B-laktamasen fikk
dermed navn TEM-1. Til tross for stadig nye antibiotikum ble introdusert under «antibiotikasgulalderen»,
var bakterienes evne til 8 motsta antibiotika utviklet ogsa raskt (Haldorsen & Samuelsen, 2012). Hittil i

dag er det beskrevet over 1000 varianter av B-laktamaser (Munita & Arias, 2016).

Gener som koder for B-laktamase kalles for bla og er ofte lokalisert i kromosomer eller i MGE (Munita
& Arias, 2016). Dersom genet sitter pa plasmidet, kan det overfgres lettere til andre bakterier og

resulterer en raskere spredning av resistens (Haldorsen & Samuelsen, 2012). Det finnes flere mater a
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klassifisere B-laktamaser pa, bl.a. & dele B-laktamaser i konstitutive og induserbare (Gaustad, 2001).
Bakterier som produserer konstitutive B-laktamaser er resistente hele tiden, mens de med induserbare
B-laktamaser uttrykkes kun i naerveer av antibiotika. Noe B-laktamaser er smalspektrede, mens andre er
bredspektrede (Folkehelseinstituttet, 2010a). B-laktamaser som inaktiverer kefalosporiner og/eller
karbapenemer i tillegg til penicilliner er betegnet som «B-laktamaser med utvidet-spektrum» (ESBL). De
fleste ESBL er kodet pa MGE og er hovedsakelig produsert av to typer bakterier, Enterobacteriaceae
(seerlig E.coliog Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae)) og ikke-fermenterende bakterier (f.eks.

Pseudomonas spp. og Acinetobacter).

Det finnes imidlertid ikke noe internasjonal enighet om betegnelser rundt ESBL, men i Norge er det
vanlig a skille ESBL-holdige bakterier i 3 grupper: ESBLa, ESBLm 0g ESBLkarsa (figur 3). Det er ogsa denne
inndelingen som benyttes i denne studien. Generelt er ESBLa og ESBLw resistente mot de fleste -
laktamantibiotika bortsett fra karbapenemer, mens ESBLkarea €r resistente mot alle B-laktamantibiotika,

ogsa karbapenemer (Giske et al., 2009).

{ ESBL
: Ekstendert-
' spektrum
| i J
ESBL, - ESBL, - ESBLgy g
i CTX-M, TEM-varianter, | | Plasmid-mediert b NDM-1, VIM, IMP, !
: SHV-varianter ; :\ AmpC, OXA-varianter : OXA, KPC i
‘ Penicilliner ;" Penicilliner, “-‘ ;" Penicilliner,
; Cefalosporiner, b Cefalosporiner, o Cefalosporiner, :
Monobaktamer P Monobaktamer : : (Monobaktamer)

Figur 3. Oversikt over inndeling av ESBL (Haldorsen & Samuelsen, 2012). *Monobaktamer er ikke aktuelt

i denne studien og vil ikke bli omtalt.

2.2.3.1 ESBL,

Klasse A ESBL inkluderer klassiske enzymer som hydrolyserer penicilliner og kefalosporiner (1. - 4.
generasjoner), og kan hemmes av klavulansyre, sulbaktam og tazobaktam (B-laktamase inhibitor)
(Bajpai et al., 2017; Giske et al., 2009). De fleste ESBLx er mutanter av smalspektrede B-laktamaser, bl.a.

TEM-1, TEM-2 og SHV-1. Muterte enzymer har annerledes aminosyre konfigurasjon rundt enzymenes
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aktiv sete, noe som gjgr at de kan nedbryte kefalosporiner i tillegg til penicilliner og er derfor mer
motstandsdyktig. Stadig flere TEM-ESBL og SHV-ESBL er beskrevet, og i dag er det registrert tilnaermet
200 ulike TEM-ESBL og 150 ulike SHV-ESBL (Haldorsen & Samuelsen, 2012).

CTX-M har blitt den mest utbredte ESBLsi dag (lredell et al., 2016). Disse enzymer hydrolyserer
cefotaxime og ble fgrste gang identifisert i Minchen, og derved navnet CTX-M. Det er mulig at
opprinnelse til plasmidmedierte CTX-M var Kluyvera spp. som flyttet seg over i andre Enterobacteriaceae

(Haldorsen & Samuelsen, 2012). Hittil i dag er det funnet mer enn 120 ulike CTX-M varianter.

2.2.3.2 ESBLy

ESBLm (M for miscellaneous) er aktive mot penicilliner og utvidet-spektrum kefalosporiner, men de er
generelle mer motstandsdyktige enn ESBLa (Haldorsen & Samuelsen, 2012). ESBLy hemmes ikke av
vanlige B-laktamase inhibitorer, men cloxacillin og boronsyre. ESBLy omfatter to undergrupper ESBLv.c
og ESBLm-p (Bajaj et al., 2016). Plasmidmedierte AmpC tilhgrer undergruppe ESBLw.c. AmpC er ampicillin
hydrolyserende og er naturlig iboende i kromosomet hos mange bakteriearter som vanligvis ikke er
uttrykt, men heller uttrykkes ved mutasjon eller vha. en promoter region, som bidrar til innsetting av
genetiske elementer foran genet (Haldorsen & Samuelsen, 2012). AmpC ligner litt pa ESBLa ettersom
begge virker hydrolyserende, men AmpC hydrolyserer ogsa cefamycin i tillegg til cefoxitin og cefotetan
(Bajaj et al., 2016). OXA-enzymer tilhgrer undergruppe ESBLu.o, men er sveert sjeldne i denne gruppen.
Det er mulig 8 pavise ESBLu.c pa laboratorier ved fenotypisk metode, men ved pavisning av ESBLy.po ma

genotypisk metode benyttes (Giske et al., 2009).

2.2.3.3 ESBLkarsa

Som nevnt tidligere er kolistin sistehandspreparat dersom andre antibiotikum ikke er effektive nok mot
multiresistente G- bakterier. Samtidig har kolistin en rekke bivirkninger og har derfor hatt begrenset
bruk, mens karbapenemer er «siste utvei» blant de virkelige gode antibiotikum (Moe, 2019). ESBLkarsa
er en gruppe enzymer som inaktiverer alle B-laktamantibiotikumene til og med karbapenemer
(Haldorsen & Samuelsen, 2012). | tillegg blir de ikke inaktivert av B-laktamase inhibitorer som
klavulansyre og tazobaktam. ESBLyarea-produserende bakterier (KPB) er derfor svaert resistente.
Karbapenemaser kan deles i to undergrupper, serinkarbapenemase og metallo-pB-laktamase (MBL). K.
pneumoniae karbapenemase (KPC) (ESBLarsa-a) 0g oxacillin-hydrolyserende metallo-B-laktamase 48

(OXA-48) (ESBLkarsa-n) €r de mest utbredte serinkarbapenemasene, hvorav KPC kan hemmes av borsyre
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(Bajaj et al., 2016; Haldorsen & Samuelsen, 2012). MBL tilhgrer ESBLkarsa-s. Enzymene inneholder sink i
det aktive seter og lar seg hemme av Etylen Diamin Tetra Acetat (EDTA) (Haldorsen & Samuelsen, 2012;
Queenan & Bush, 2007). VIM-1, NDM og IMP, som star henholdsvis for Verona integron-encoded
metallo-B-laktamase 1, New Delhi metallo-B-laktamase og Imipenem-resistent Pseudomonas, er
dominerende blant MBLene (Bajaj et al., 2016). De fleste ESBLkarsa €r plasmidmedierte (Opal & Pop-
Vicas, 2015). Overfgring av resistensgener mellom ulike arter kan skje raskt giennom transposoner og
plasmidene. Ved hjelp av genkasettsystemet som settes inn i integroner kan det fort utviklet MDR.
Mange av de mest brukte antibiotikumene i dag er ikke effektive mot infeksjoner forarsaket ESBL-
produserende bakterier, da de er ogsa ofte resistente mot andre antibiotika, bl.a. FQ og aminoglykosider
(Folkehelseinstituttet, 2010a). Dersom en bakterie med blaagea er i tillegg resistent mot kolistin, betyr

det at nesten ingen antibiotika er effektive mot denne bakterien.

Infeksjoner med ESBL-produserende bakterier er gkende i verden, seerlig i Sgr-Europa, Afrika og Asia
(Folkehelseinstituttet, 2010a). Blant dem har KPB en sveaert rask spredningshastighet gjennom HGO.
Dette har vekket stor bekymring, da den samtidig ogsa har en hgy forekomst. | 2001 ble det registrert <
5% karbapenemresistente K. pneumoniae-isolater fra sykehus i Hellas, men tallet gkte allerede til >70%
i 2006 (Haldorsen & Samuelsen, 2012). Det ble senere pavist at denne dramatiske spredningen skyldtes
av ESBLkarsa karbapenemase VIM. Et annet eksempel pa en global spredning er ESBLxarsa karbapenemase
NDM som ble f@grste gang registrert i Sverige 2008 hos en pasient som hadde vaert pa sykehus i India.
NDM fikk deretter stor internasjonal oppmerksomhet siden 2010, ettersom NDM-produserende G-
bakterier hadde en unormal gkning og har blitt identifisert nd i alle europeiske land, inkluderer Norge
(Moe, 2019). Utbrudd skjedde i Toscana, Italia siden november 2018 er kanskje det nyeste utbruddet
forarsaket blanom hos K. penumoniae. Ifglge risikovurdering fra ECDC (2019) var det meldt 350 tilfeller
mellom november 2018 og mai 2019, hvorav 50 pasienter hadde blodforgiftninger (Centers of Disease
Control and Prevention, 2019). blanom forarsaket dette utbruddet var resistent mot nesten alle
antibiotikumene, kun fosfomycin og kolistin viste noe effekt. Pa grunn av alvorligheten i situasjonen, ble
det til og med innfgrt krisetiltak av EU for & hindre spredning av bakterier til andre land, deriblant a sette
regler om fri flyt i helsetjenester (Moe, 2019). Allikevel hadde ikke Folkehelseinstituttet (FHI) i Norge
gitt rad om a la veere a reise til Italia eller andre land med hgy forekomst av AR. Norge er et av de landene
som har lavest forekomst av infeksjoner med KPB (Folkehelseinstituttet, 2010a). Til tross for at Norge
hadde noen infeksjoner med lignende bakterier, ble pasienter enten friske eller var under smittekontroll

(Moe, 2019). Darlig smittevern var derfor et av de hovedarsakene til utbruddet i Italia.
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2.3 Forekomst og spredning av antibiotikaresistens i miljg

ARB etablerer seg ofte i tarmflora til mennesker eller pattedyr og kan smitte mellom mennesker og
mellom dyr ved f.eks. direkte kontakt (Tgnjum, 2019). De er baerer av ARB, men blir sjelden syke selv.
ARB kan i tillegg spres indirekte gjennom mat- og dyreproduksjon, jordsmonn og akvatiske miljg, mens
darlig smittevern, manglende hygiene samt darlig mathandtering vil gke risiko for spredning av AR
(Steinbakk et al., 2014; WHO, u.a.). Ettersom spredning av AR skjer i et totalt gkosystem, blir figur 4 tatt

med for a fa et helhetlig bilde av smitteveier til AR.

ANTIBIOTIC
RESISTANCE

Figur 4. Illlustrasjon av smitteveier til AR 1) Smitte mellom mennesker (pasienter, besgker og helsepersonell) eller
gjennom kontakt med kontaminert overflate og medisinsk utstyr 2) AR som oppstdr under/etter
antibiotikabehandling overfgres fra mennesker til dyr eller omvendt 3) ARB overfares til slakter, som ogsa kan
kontaminere meieriprodukter, egg, fisk og sijgmat, frukt og grannsaker 4) Turister og matimport 5) ARB i akvatisk

milj@ 6) ARB i husdyrgjadsel spres til avlinger. (https.//www.bag.admin.ch/bag/en/home.html).

Ved hjelp av figur 4 er det lett a se at spredningen av AR henger sammen med de fleste i miljg. ARB pa
mennesker og dyr kan smittes til og mellom hverandre gjennom direkte kontakt, mens ARB som finnes
i mennesker skilles ut fra kroppen og videre til kommunale avlgpsrenseanlegg. Kommunale renseanlegg
handterer forurenset vann som kloakk fra bl.a. husholdning, industri og sykehus. Etter fjerning av fosfor
og organiske stoffer blir vannet sluppet ut til ferskvann, elvemunninger og fjorder (Miljgdirektoratet,
u.a.). Problemet med denne prosessen er at ARB og ARG ikke lar seg fjernet uansett hvor god
rengjgringsprosessene er, men tvert imot, renseanlegget kan bli en stor plattform for overfgring av ARB
fra enormt antall mennesker, dyr og miljg (Baquero et al., 2008). Dessuten kan koliforme bakterier vaere

baerer av MGE og medfgre spredning av ARG (Waseem et al., 2017). Nar renset vannet slippes ut fra
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renseanlegget, spres dermed AR til miljg. | tillegg til AR vil ogsa kloakk inneholde andre stoffer som bidrar
til utvikling av AR, bl.a. rester av antibiotika, toksiner, biocider, desinfeksjonsmidler og tungmetaller
(Davies & Davies, 2010; Waseem et al., 2017). Bakteriene har evne 3 tilpasse seg i metallforurenset
miljg ved a benytte samme resistensmekanismer nar de motvirker antibiotikum (Mariussen & Johnsen,
2017). Ved langtidseksponering for tungmetaller og biocider, kan bakteriene bli mer motstandsdyktige.
Samtidig er noe antibiotika som erytromycin og oxytetracyklin ekstra vanskelig & degradere pa grunn av
deres fysiokjemiske og biologiske karakteristikk (Waseem et al., 2017). Slike eksponeringer, sammen
med eksponering til naturlig forekommende antimikrobielle midler, vil gke seleksjonspress og spredning
av ABR (Steinbakk et al., 2014). Det finnes imidlertid lite studier om forekomst og konsentrasjoner av
antimikrobielle midler og desinfeksjonsmidler i norsk natur, men Gullberg et al. (2011) papekte at en
«minimum inhiberende konsentrasjon» ned til 1/1000 til antibiotika kan virke selektivt (Gullberg et al.,

2011).

Dyr kan spre ARB gjennom avfgringen som benyttes til gjgdsling og videre distribueres til jord,
overflatevann og grunnvann (figur 4). Kontaminert grunnvannet og overflatevannet er ofte kilde til
drikkevann (Waseem et al.,, 2017). Waseem et al.,, 2017 og Zhang et al., 2009 presenterte mange
resultater fra ulike studier, hvorav AR ble pavist i drikkevannet i mange land (Waseem et al., 2017; Zhang
et al., 2009). Det ble til og med funnet gkt mengde ARG etter behandling i renseanlegg for drikkevann i
Kina. Dersom det skal iverksette noe tiltak for forebygging av AR, er det ngdvendig a legge fokus pa
avlgpsanlegget. Dette gjelder spesielt for de renseanleggene som handterer kloakk fra sykehus eller
farmasgytisk industri, da de generelle har en hgyere andel av AR og antibiotika enn i andre anlegger og
er derfor mer helsetruende. Det er ogsa vist at fugler kan baere ESBL produserende E. coli og andre
mikroorganismer som fremkaller sykdommer hos mennesker (Steinbakk et al., 2014). Fuglene ansees

derfor som en potensiell spredningskilde for AR ettersom de flyr over lange avstander.

Tilstedeveerelse av AR i akvatisk miljg spres videre til matplanter og sjpmat. Ved inntak av mat og drikke
kan mennesker igjen far i seg ARB (figur 4). | dag er det mulig a fa tak i matvarer fra mange andre land
ved import. Sammen med gkt reisevirksomhet bidrar disse til spredning av AR globalt

(Folkehelseinstituttet, 2012).
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2.4 Tiltak for & hindre utvikling av antibiotikaresistens

@kende forekomst og spredning av AR har medfgrt store globale helseutfordringer. For & kjempe mot
AR utvikling ma bade internasjonalt og nasjonalt tiltak iverksettes, ettersom den globale situasjonen vil
ogsa pavirke situasjonen i Norge (Veterinzerinstituttet, u.d.-a). Det er viktig & bevare den gunstige
situasjonen i Norge, samtidig ma en rekke forebyggende tiltak innfgres for & begrense AR utviklingen og

for @ oppna malet med 30% reduksjon for antibiotikabruk innen 2020.

Kampen mot AR krever styrking av smittevernet i alle deler av samfunnet (Helse- og
omsorgsdepartementet, 2015). Ifglge handlingsplan fra Helse- og omsorgsdepartementet er det listet
opp flere tiltak rettet mot ulike grupper, bl.a. den generelle befolkningen, leger, spesialisthelsetjenester,
tannhelsetjeneste og ikke minst kommunale helseinstitusjoner og nasjonal organisasjon. Den hoved
tanken bak handlingsplanen er a bli mer restriktive i bruk av antibiotika for a begrense utviklingen av AR.
| tillegg til de generelle tiltak som f.eks. god handhygiene er det nevnt & gke kunnskapsniva og
kompetanse om bruk av antibiotika i befolkningen. Dette omfatter bl.a. 8 skjgnne viktighet om a ta hele
antibiotikakuren selv om man er allerede frisk, a levere rester etter fullfgrt kurer til apoteket, ikke 1an/Ian
bort antibiotika osv. Det er ogsd nevnt 3 innfgre vaksinasjonsprogram for voksne for a kunne redusere
forekomst av infeksjoner og smittepress (Helse- og omsorgsdepartementet, 2015). Nar det gjelder
helsepersonell har de behov & gke kunnskapsnivaet ytterligere. Basert pa det grunnleggende prinsippet
for antibiotikaforbruk som a alltid velge mest mulig smalspektrede antibiotika, kan det i tillegg forkorte
gyldighetsperiode for antibiotikaresepter (Helse- og omsorgsdepartementet, 2015; Lund, 2017). Videre
skal leger unngd ungdvendig antibiotikabruk, spesielt ved urinveisinfeksjoner hos kvinner og ved

luftveisinfeksjoner hos barn.

Ettersom antibiotika sprer seg ogsd til dyr og miljg, er det like viktig & forbedre og & innfgre
regelverk/forskrifter innenfor veterinaer, landbruk og industrier. Ifglge Steinbakk et al., 2014 er det
presentert flere tiltak for & sikre god dyrehelse og god hygienisk produksjon av bade dyrefér og
matplanter i alle prosesslinjer. Dette omfatter blant annet anbitiotikabruk i gjgdsel, handtering av
biologisk avfall, rensing av kloakk/avlgpsvann fra bade industri og fra landbruk (Steinbakk et al., 2014).
Det er ogsa viktig @ formidle kunnskap om hvordan miljg pavirker spredningen av AR, ettersom
resistensspredning i miljg ikke har fatt like mye oppmerksomhet som resistensspredningen mellom

mennesker og mellom dyr.
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Norge har veldig gode overvakingsprogrammer som bidrar til a8 begrense utvikling av AR. | tillegg til
NORM og NORM-VET som nevnt tidligere, er ogsd Norsk meldingssystemet for smittsomme sykdommer
(MSIS) og Det europeiske overvakingssystemet for antibiotikaresistens (EARSS) med pa kontroll av
resistensutvikling (Simonsen, 2009). Disse overvakingsprogrammene utfyller hverandre og er viktige
redskap for @ motarbeide AR. Nasjonal organisasjoner som Helsedirektoratet, Antibiotikasenteret for
primaerhelsetjenesten (ASP), Nasjonal kompetansetjeneste for antibiotikabruk i spesialisthelsetjeneste
(KAS) og mange andre organisasjoner spiller ogsa viktige rolle i kampen mot AR (Helse- og
omsorgsdepartementet, 2015). De har ulike oppgaver overfor forebygging av AR, bl.a. & utgi og a
oppdatere nasjonale faglige retningslinjer for anbitiotikabruk i spesialisthelsetjeneste, & veilede
helsepersonell med innfgring av tiltakene, & forbedre tilgang til antibiotika ved f.eks. samsvarer
pakningsstgrrelse med anbefalt behandlingslengde. For a iverksette ulike tiltak i arbeide mot utvikling

av AR krever derfor et samspill i alle deler i samfunnet.

2.5 Metodisk teori

2.5.1 Selektive kromogene skaler

Bruk av selektive kromogene medier er en rask og enkel screeningmetode for deteksjon av
multiresistente bakterier. | denne studien ble Brilliance™ ESBL- og CRE-Agar (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA) benvyttet. Brilliance™ ESBL Agar inneholder cefpodoxime og andre antibakterielle midler som
hemmer vekst av ikke-ESBL Enterobacteriaceae, samt undertrykker vekst av AmpC og ikke-ESBL
organismer, slik at bakterier som vokser pa mediet er hovedsakelig ESBL-produserende E.coli, Klebsiella,
Enterobacter, Serratia og Citrobacter (KESC) (Thermo Fisher Scientific, 2010). For a differensiere disse
bakterieslektene om eventuelle vekst pa skaler, er det tilsatt kromogene substanser i agar, noe som
hydrolyserer enzymer galaktosidase og glukoronidase og gir farge til bakteriekolonier (Gazin et al., 2012).
En oversikt over kolonifarge dannes fra overnevnte bakteriene er vist i figur 5. E. coli produserer bade
B-galaktosidase og B-glukuronidase, og vil danne bla kolonier pa ESBL-skalene, mens B-galaktosidase
negative E. coli danner rosa kolonier. KESC-gruppe derimot produserer bare galaktosidase og danner
grgnn kolonier. Dersom det er vekst av Proteus, Morganelle og Providencia vil koloniene omgitt av en
brun ring. Om det dannes fargelgse/hvite kolonier, er det sannsynligvis vekst av Salmonella og

Acinetobacter (Thermo Fisher Scientific, 2010).
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Figur 5. Oversikt over mulige kolonifarger dannes pa Brilliance™ ESBL- og CRE- Agar (Thermo Fisher Scientific,

2014).

Figuren viser ogsa mulige kolonifarger dannes pa Brilliance™ CRE Agar skalene. Til forskjell fra Brilliance™
ESBL Agar inneholder Brilliance™ CRE Agar modifisert karbapenem pa et anbefalt niva for 8 detektere
mest mulige varianter av karbapenem-resistente organismer, inkludert New Delhi Metallo B-laktamase
1 (NDM-1). Om det dannes rosa kolonier pa Brilliance™ CRE-skalene kan det tyde pa vekst av
karbapenem-resistent E. coli, mens bla kolonier kan skyldes av tilstedevaerelse av KESC-gruppen. Det er
ogsa mulig for Acinetobacter og andre ikke-CRE produserende organismer a vokse pa skalene, men de

vil danne hvite kolonier (Thermo Fisher Scientific, u.a.-b)

2.5.2 Polymerase chain reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) er en metode for amplifisering av en spesifikk DNA-sekvens. A
amplifisere betyr a forsterke, dvs. a lage et enormt antall kopier av den spesifikke DNA-sekvensen. For
3 kjgre PCR ma DNA templat, primerpar (F = «forward» og R = «revers»), DNA polymerase og
byggesteiene dNTP (dATP, dGTP, dTTP og dCTP) blandes i et PCR-rgr og settes i en PCR-maskin
(termosykler). En termosykler kan programmeres slik at reaksjonsblanding i PCR-rgret oppna gnsket

temperatur i hvert trinn, samt hvor lenger hvert trinn skal vaere. En vanlig PCR gjennomfgres i 3 trinn:

1) Denaturering: ca. 95 °C
2) Hybridisering (primer annealing): ca. 40 —70 °C
3) Polymerisering: ca. 72 °C
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Ved fgrste trinn blir reaksjonsblandingen varmet opp til ca. 95 °C slik at DNA-templatet kunne
denatureres, deretter senkes temperaturen til ca. 40 — 70 °C (aha. type primer) i det andre trinnet. Her
binder primer F og R til hver sin enkelttradete DNA, slik at deres 3’-ender peker mot mal-sekvens (DNA-
sekvens som skal amplifiseres). For & syntetisere nye DNA-trad ut fra primerne, blir temperatur hevet til
ca. 72 °C, da denne temperaturen er den optimale temperaturen til DNA-polymerase. DNA polymerase
er et enzym isolert fra en varmestabil bakterie Thermus aqaticus og taler gjentatte oppvarminger til
95 °C. Denne katalyserer DNA replikasjon fra den fri 3'-OH-enden pa begge primerne vha. dNTP som
byggesteiner. Nar disse 3 trinnene (en syklus) er giennomfgrt, begynner thermosykleren a kjgre samme
syklusen pa nytt, hvor primerne kunne feste seg pa bade syntetiserte DNA og det opprinnelige DNA-
templatet. Mengde DNA-trad dobles etter hver syklus, og syklusen kan gjentas helt frem til gnsket antall

sekvenser er oppnadd (Sjgberg, 2013).

| dag fins det flere varianter av PCR, og i denne oppgaven ble multipleks og singelpleks PCR benyttet. |
en multipleks PCR benyttes det flere primerpar slik at flere mal-sekvenser kunne amplifiseres pa en gang
(Watson, 2004). Dette er bade tid- og pengersparende. En singelpleks PCR kjgres ofte etter a ha fatt
positivt resultat fra multipleks PCR, ettersom det benyttes bare et primerpar og amplifiserer kun en

spesifikk mal-sekvens av DNA (Watson, 2004).

2.5.3 Gelelektroforese

Gelelektroforese er en metode der fragmenter av DNA eller RNA kan separeres ved hjelp av et elektrisk
felt (Watson, 2004). DNA er bygget opp av nukleotider, som igjen bestar av en deoksyribose, en organisk
base og en fosfatgruppe. Ved ngytral pH er fosfatgruppe negativ ladet. Det er den negative ladningen
som gjgr at DNA molekyler vandrer mot den positive polen i elektrisk feltet. Det benyttes ofte en porgs
gel, hvor DNA molekylene kunne ga gjennom. Sma DNA fragmenter beveger seg fortere gjennom
porene, mens store DNA-molekyler vandrer saktere gjennom. Ettersom DNA-molekyler har ulik
st@grrelse og beveger seg gjennom gelen i ulik hastighet, blir DNA-molekylene separert og vises som ulik

band pa gelen etter gelelektroforesen.

Det er agarosegel som ofte benyttes i gelelektroforesen. Konsentrasjon til agarosegel ligger vanligvis pa
mellom 0.5% - 2% (Sjgberg, 2013). Konsentrasjonen pavirker tetthet til gelen. Jo hgyere konsentrasjon
er, jo tettere blir sukkermolekyler i gelen og desto vanskeligere for DNA-molekylene a trenge gjennom.

| denne studien ble agarosegel med konsentrasjon pa 1% benyttet. Med denne konsentrasjonen kan
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DNA med stgrrelse pa 500-6000 bp separeres (Sjpberg, 2013). Ved tillaging av agarosegelen blandes
agarosepulver med en elektroforesebuffer. Elektroforesebufferen inneholder ioner som sgrger for at
elektrisk strgm kan ga gjennom gelen og holde pH stabil under kjgring av gelelektroforesen (Fredriksen
Scientific, u.a.). Det ble benyttet TAE-buffer. TAE star for Tris base, acetic acid (eddiksyre) og EDTA. Tris
base sgrger for at pH i gelen holder seg stabilt innenfor et pH intervall pd 7.5-9. Det er ogsd dettet
intervallet hvor alle levende organismer finner i. Eddiksyre fungerer som buffer sammen med trisbase
og hindrer hydrolyse av DNA, mens EDTA er en chelat som binder toverdige ioner i gelen. Ved a fjerne
disse fra gelen blir degradering av DNA hindret under kjgring av gelen. Det er vanlig & lage en 50x TAE-
buffer som stock Igsning og fortynnes til 1x TAE nar den brukes i agarosegel og i elektroforesekar

(Fredriksen Scientific, u.a.).

Ved tillaging av gel ble et fargestoff GelRed® (Biotium, Fremont, CA, USA) tilsatt. Det er et fluoriserende
stoff som fester seg til DNA og synliggjgr DNA-bandene under UV-lys (Biotum, u.d.). GelRed® er bade
helsevennlig og miljgvennlig. Det er sensitiv mot UV-lys og er sveert stabil ved farging av dsDNA, ssDNA
eller RNA i agarosegeler. Et annet fargestoff benyttet for gelelektroforesen var Agarose Gel Loading Dye.
Dette er en appliseringsbuffer som farger DNA-prgver og lettere gj@r applisering av prgvene til brgnner
i gelen (Fredriksen Scientific, u.a.). I tillegg inneholder denne glyserol som gj@r at DNA-pr@vene er tyngre
enn 1 x TAE-buffer, noe som sikre prgvene synker ned i brgnnene. For & vite stgrrelser til ukjente DNA-
fragmentene etter gelelektroforese, er det ngdvendig 3 tilsette DNA-stgrrelsemarkgr i gelbrgnn ved

applisering, da denne vises i ulike band med kjente stgrrelse pa gelbilde.

2.5.4 Kvantitativ og kvalitativ bestemmelse av DNA

Ved bruk av Qubit® 2.0 Fluorometer kombinert med Qubit™ Assay Kits (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) kan enten DNA, RNA eller proteiner kvantifiseres. Metoden gar ut pa a bruke fluoriserende
fargestoffer som er selektive for DNA, RNA og proteiner, slik at kun gnsket molekyler males til tross fall
kontaminasjon i prgve, bl.a. frie nukleotider, salt, detergenter osv. (Thermo Fisher Scientific, 2011). |
tillegg er Qubit® 2.0 fluorometeret svaert fglsom og ngyaktig, noe som gjgr det mulig @ male lave

konsentrasjoner av DNA, RNA eller proteiner.

Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 Spektrofotometer er et fullspektrum (190 — 840 nm)
spektrofotometer som utnytter fiberoptikk teknologi og overflatespenning til vaeske slik at det trengs

bare 0-2 uL av prgvematerialer for konsentrasjonsmaling (Thermo Fisher Scientific, 2009). Ved for
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eksempel UV-absorbans pa 260 nm maler NanoDrop spektrofotometret alle molekyler som absorberer
UV-lys ved denne bglgelengden i prgven, og dette inkluderer nukleotider, RNA, dsDNA og ssDNA.
NanoDrop™ spektrofotometeret er derfor ikke sa ngyaktig som Qubit® 2.0 Fluorometer nar gjelder

kvantifisering av DNA.

| dette forsgket ble NanoDrop spektrofotometeret benyttet til & kontrollere kvalitet til ekstraherte DNA-
prgvene. Dette giennomfgres ved & male prgvens konsentrasjon ved UV-absorbans pa henholdsvis 230,
260 og 280 nm. Resultatet til malingen er vist i medfglgende programvaren pa PC, hvor ratio til bade
Az60/280 08 Azso/230 €r utregnet. Assosso Sier noe om renhet til DNA og RNA. Dersom Aasozs0 ligger rundt
1.8, tyder det pa at DNA-prgven er ren, mens Azso/2s0 til RNA-pragven skal vaere ~2.0 for & regnes som ren
(Thermo Fisher Scientific, u.a.-a). Dersom utregnet ratio er lavere enn de overnevnte verdiene, er det
sannsynligvis proteiner, fenoler og andre kontaminanter tilstede, da disse absorberer UV-lys ved 280
nm. Ratio Azso/230 maler renhet til nukleinsyrer og skal ligge mellom 2.0 — 2.2 for & vaere en «ren» prgve.
En lavere Ajso30 ratio kan tyde pa tilstedeveerelse av karbohydrater, fenoler og EDTA, noe som

absorberer UV-lys rundt 230 nm.

2.5.5 Sanger-sekvensering for 16S ribosomalt RNA

Malet med DNA sekvensering er a fa tilgang til organismens genetisk kode ved & bestemme sekvensen
av nukleotider i DNA (Haugen, 2019). Det er flere metoder a sekvensere DNA p3, og i denne studien ble
det benyttet Sanger-sekvensering og Illumina-sekvensering. Sanger-sekvensering er fgrste-generasjons
sekvensering som ble utviklet av Frederick Sanger i 1970-tallet. Metoden er ogsa kalt dideoksymetode
eller kjedetermineringsmetode (Watson, 2004). For a karakterisere en ukjent bakteriestamme eller
isolat med tvetydige informasjon er det vanlig & sekvensere 16S ribosomalt ribonukleinsyre (16S rRNA),
da dette genet finnes i nesten alle bakterier og ikke har forandret seg stort over tid. | tillegg er 16S rRNA
et relativt stort genet (1500 bp) og inneholder derfor tilstrekkelig geninformasjon til 8 stamme- og

artsbestemme bakterie (Janda & Abbott, 2007).

Sanger-sekvenering for 16S rRNA utfgres ved a kjgre PCR fgrst, hvor DNA polymerase, primer som koder
for 16S sRNA, deoksylnukleotider (ANTP) og modifiserte dideoksylnukleotider (ddNTP) blandes sammen
med DNA-templat (ca. 200 bp) (Haugen, 2019). DNA-polymerase sgrger for DNA-replikasjon mens
primer bestemmer hvor i gensekvens replikasjonen skal starte. dNTP virker som byggesteiner under

prosessen slik at flere kopier av gnsket sekvens blir syntetisert. ddNTP er en modifisert versjon av dNTP,
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men mangler hydroksylgruppe i 3’-posisjon. Dette vil hindre dannelse av difosfobinding mellom

nukleotidene og stoppe DNA-replikasjonen nar ddNTP settes inn i sekvensen.

Resultatet av reaksjonen er dannelse av mange DNA-fragmenter med ulike lengde, men alle begynner
fra samme primersete og avsluttes med en av de fire ddNTPene (ddATP, ddCTP, ddGTP og ddTTP)
(Haugen, 2019). Deretter kjgres det kapilleer gelelektroforese for a separere DNA-fragmentene etter
stgrrelse. Korteste fragmenter vil vandre fortest under gelelektroforesen og befinne seg nederst i gelen.
Alle fire ddNTP inneholder ulike fluoriserende fargestoffer, noe som gj@gr det mulig a identifisere dem
ved bruk av en laserdetektor (Sigma-Aldrich, u.a.) Laserdetektoren registrerer nukleotidene som topper
i et kromatogram og viser DNA-sekvens i riktig baserekkefglge (Lausund & Kjgbli, 2018). Denne
sekvensen til ukjent bakterie kan sgkes opp mot en database kalt «The Basic Local Alignment Search
Toll» (BLAST). Ved hjelp av BLAST kan sekvensen sammenlignet med kjente DNA-sekvenser som ligger i

databasen. Pa den maten kan den ukjente bakterie identifiseres.

2.5.6 Helgenomsekvensering med lllumina-sekvensering

lllumina-sekvensering er andre-generasjons sekvensering som baserer seg pa sekvensering ved syntese
(Hlumina Inc, u.a.). Prinsippet bak dette er at det blir benyttet dNTP med ulike fluoriserende fargestoffer
som kunne inkorporeres i DNA templat vha. DNA polymerase. Det blir produsert millioner kopier av
templatet under sekvenseringen, slik at etter endt sekvenseringen har den sannsynligvis sekvensert et
helt genom. Metoden er svaert ngyaktig og effektiv ettersom hver base blir lest millioner ganger for a

minimere feil.

lllumina-sekvensering bestar hovedsakelig av 4 trinn (lllumina Inc, u.ad.). | det fgrste trinnet skal det
utfgres en bibliotekspreparering hvorav DNA-templat kjgres i PCR for amplifisering. Ved dette trinnet
blir DNA-templatet delt i mange sma fragmenter, og adaptere vil deretter bindes pa endene av
fragmentene. Fragmenter uten adaptere og adaptere som ikke har bundet seg vil bli vasket bort vha.
magnetiske kuler, da de kulene binder til DNA (Debech, 2018). Det er forholdet mellom mengde DNA
og kulene som bestemme stgrrelse til fragmentene som vaskes vekk. Videre blir fragmentene med

adaptere amplifisert, renset og gjort klare til neste trinn.
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Adaptere er komplementeere til oligoer bundet til en overflate kalt flowcelle (Illumina Inc, u.a.). DNA-
fragmentene kan derfor bindes til disse oligoene nar de er plassert pa overflaten. Overflaten settes
deretter i en sekvenseringsmaskin, hvorav fragmentene syntetiseres mange ganger gjennom Bru-
Amplifisering (Figur 6). Resultat til dette er at det blir dannet mange kloner av DNA-fragmenter pa ca.
300 bp. Etter endt amplifisering blir revers-fragmenter vasket bort i flere runde slik at det er kun
forward-fragmenter som er igjen. Dette lettere gjgr sekvensering ettersom alle fragmenter begynner

fra samme side, og templatet er dermed klar for sekvensering (Debech, 2018).
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Figur 6. lllustrering av Bru-Amplifisering (Wikipedia, u.d.)

Sekvensering foregar i samme maskinen. Som nevnt tidligere skjer sekvenseringen ved inkorporering av
fluoriserende dNTP i DNA-kjeder, noe som gj@r at 4 nukleotider sender ut ulike signaler under UV-lys og
dermed kan rekkefglge av nukleotidene avgjgres (lllumina Inc, u.d.). Sekvenseringen gir bare ra
sekvensdata til DNA-fragmenter som ikke gir noe mening, derfor ma en rekke dataanalyser utfgres, bl.a.
fierning av tilfgrt adaptersekvenser og darlige sekvenser, & sette fragmenter sammen til en stgrre

enheter («contiger»), annotering som oversetter sekvensdata til nyttige informasjon osv.

2.5.7 Antibiotika sensitivitetstest

Antibiotika sensitivitetstest (AST) er en metode & klassifisere bakterier er fglsomme eller resistente mot
antibiotika (Hoiby & Caugant, 2002). Metoden er utviklet av «European Commitee on Antimicrobial
Susceptibility Testing» (EUCAST), i samarbeid med «Clinical & Laboratory Standards Institute» (CLSI) og
«National Committee for Clinical Laboratory Standards» (NCCLS). Det er ulike metoder & utfgre AST p3,
ogidenne studien ble det benyttet diskdiffusjonsmetode og buljongfortynningsmetode for a undersgke
om en bakteriestamme er resistent mot ulike typer antibiotika. Det er vanlig & bruke Mueller-Hinton
(MH) Agar/Buljong ettersom denne har blitt en standard medium til AST (Thermo Fisher Scientific, u.a.-

c).

MH Agaren benyttes i diskdiffusjonsmetoden inneholder lave konsentrasjoner av tymin-tymidin, samt

kalsium og magnesium som begrenser veksten rundt teststripser og muliggjgr mer ngyaktig malinger av
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inhiberingssone (Becton Dickinson, 2016). Det er ogsa tilsatt 5% defibrinert hesteblod og 20 mg/L B-
nikotinamid adenindinukleotid (B-NAD) i agaren for a tilfredsstille vekstkrav for noen krevende bakterier,
samtidig minimerer den innvirkning fra innholdsstoffene i formuleringen pa resultatet til AST. | tillegg
inneholder agaren kjpttekstrakt, syrehydrolysat fra kasein og stivelse som tilfgrer bakterier ngdvendige

naeringsstoffer.

Diskdiffusjonsmetoden gjennomfgres ved a benytte MH Agar inokulert med en isolert bakteriestamme.
Bakteriestammens konsentrasjon bestemmes gjennom en turbiditet test. Det blir plassert en teststrips
som inneholder antibiotikum med konsentrasjon gradient pa MH agar. Under inkubering vil
antibiotikumet diffundere over til agar og danne inhiberingssone om antibiotikumet hemmer vekst av
bakteriestammen (Khan et al., 2019). Stgrrelse til inhiberingssone tilsvarer konsentrasjon til antibiotika
og kan leses av pa teststripsen. Denne konsentrasjonen kalt minimum inhiberende konsentrasjon (MIC),
dvs. minimum mengde antibiotika (mg/L) som skal til for & hemme vekst av en bakteriestamme i en
definert tidsperiode (Haukeland, 2017). Denne MIC-verdien skal sammenlignes med EUCAST kliniske
brytningspunkter (BP). Dersom verdien er hgyere enn angitt BP, sd er bakteriestammen resistent mot

det tilsvarende antibiotikumet (EUCAST, 2019).

| denne studien ble buljongfortynningsmetoden brukt for & teste bakteriers fglsomhet mot kolistin. |
forbindelse med dette ble buljongfortynningsmetoden utfgrt ved hjelp av «Compact Antimicrobial
Susceptibility Panel med kolistin» (ComASP™ kolistin) (Liofilchem, Italia). Dette er et panel bestar av 4 x
7 to-folds fortynningsrekke av kolistin og kan teste 4 bakterieprgver pa en gang. De fgrste brgnnene i
hvert rad av panelet brukes som kontroll og er derfor uten kolistin, mens konsentrasjoner til kolistin
gker i hver brgnn bortover mot hgyre (Liofilchem, 2018). Metoden gar ut pa a tilsette en fortynnet
bakteriestamme i MH buljong som sa overfgres til hver brgnn i panelet. Etter inkubering kan resultatet
leses av ved a se om det er vekst i brgnnene. Den fgrste brgnnen uten vekst med det blotte gye er MIC-

verdi, og verdien kan videre sjekkes opp mot EUCAST kliniske BP.
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3.0 Materialer og metoder

3.1 Flytskjema for prosesser

[ Prgver innhentet fra NMBU Campus ]

[ Sedimentering ved 4°Ci et dggn ]

[ Grov filtrering & Fin filtrering ]

Filter plassert pa Brilliance™ ESBL agar
og Brilliance™ CRE agar

[ Inkubering ved 37 °Ci 24 —48 t ]

Rendyrking av utvalgte kolonier ved 37
°Ci24—-48t

Inokulering i Brain Heart Infusion ved
37°Ci24-48t

[ Isolering og ekstrahering av DNA ]
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3.2 Prgveinnsamling
Det ble benyttet autoklaverte mediaflasker med lokk for & samle inn vannprgver. Vannprgver S1-54 ble
hentet den 19. august 2019 fra Andedammen p& As, mens S5 var hentet fra Niagarabekken. Etter

prgveinnsamling ble prgvene lagret i kjgleskap over natten for & sedimentere vannet.

For @ unngd planterester, insekter og andre faste stoffer som kan gi misvisende resultater, ble
sedimentert vannprgvene filtrert 2 ganger. Fgrste gang filtrering ble utfgrt ved bruk av autoklaverte
Whatman® quantitative filter papers, Grade 589/1 black ribbon, 150 mm (Merck KGaA, Tyskland), samt
trakter og mediaflasker. Ved andre gang filtrering (vakuumfiltrering) ble det benyttet apparat Microfil
Support Stainless Steel Frit MISPO0002 (Merck KGaA, Tyskland) med et plastrgr og filtreringspapir EZ-
Pak filters (0.45um 47mm white gridded) (Merck KGaA, Tyskland). Alle deler til apparatet var sterilisert
ved bruk av Flameboy og etanol. Til 8 begynne med ble den andre siden av plastrgret koblet til vasken,
deretter ble filtreringspapirene plassert pa apparatet hvor 3 plastbegre kunne festet over pa
filtreringspapirene. | plastbeger ble det fylt opp med 100 mL av hver vannprgve. For a vakuumfiltrere
vannprgvene ble vannkranen skrudd opp og lukene i apparatet apnet, slik at trykket fra vannet kunne

trekke vannprgvene gjennom plastrgret og ut i vasken.

Etter vakuumfiltreringen ble filtreringspapirene plassert pa midten av selektive skaler. Skalene som ble
benyttet var Brilliance™ ESBL agar og Brilliance™ CRE agar. For a fa optimal vekst skal bobler mellom
filtreringspapir og medium unngas. Skalene ble sa inkubert ved 37 °Ci 2 dggn. For a rendyrke resistente
bakteriekolonier som vokste opp pa skalene etter inkuberingen, ble selektive koloniene strgket ut pa
nye skdler og inkubert ved 37 °C i 1 dggn. | denne studien ble det totalt dyrket 10 bakterieisolater pa

Brilliance™ ESBL agar og Brilliance™ CRE agar.

Etter rendyrkingen ble bakteriekoloniene overfgrt til «brain heart infusion» buljong med et podenal og
inkubert ved 37 °Ci 1 dggn (eventuelt 2 dggn for de som ikke hadde mye vekst etter 1. dg@gn). Dette
gjores for a gke konsentrasjon av bakteriene slik at utbytte av DNA blir stgrre ved DNA-ekstrahering.
Etter inkubering ble 500 uL av hver prgve med buljong overfgrt til et 2 mL kryorgr (Nunc™CryoTubes™,
Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Det ble tilsatt 500 puL 60% glyserol fgr de ble oppbevart ved -80 °C,

noe som kan brukes som stocklgsning.
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3.3 Isolering og ekstrahering av DNA

DNA ekstrahering av inkuberte prgver i buljong utfgres ved a bruke GenElute™ Bacterial Genomic DNA
Kit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). | denne studien ble prosedyre for gram-negativ bakterier fra
produsentens protokoll fulgt etter unntatt trinn 10, hvor 25 uL SequalPrep™ Normalization Elution

Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) ble benyttet istedenfor 200 pL Elution Solution.

Pa grunn av kvantifisering av ekstraherte DNAet i bakterieisolatene viste lave verdier ved bruk av Qubit®
2.0 fluorometeret (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), ble DNA-ekstraksjon utfgrt pa nytt ved bruk av
stocklgsninger. Denne gangen ble det tilsatt kun 12.5 pL SequalPrep™ Normalization Elution Buffer

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA) i trinn 10 for @ doble mengde DNA i prgvene.

3.4 Kvantitativ og kvalitativ bestemmelse av DNA

For a kvantifisere ekstraherte DNA-prgvene ble det benyttet Qubit® 2.0 fluorometeret (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA) sammen med Qubit™ Assay Kits (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA). Fremgangsmate er illustrert i figur 7, hvor n indikerer antall prgve. | dette forsgket ble det totalt

10 prgver malt i fluorometeret.

Standards from kit
Ensure all reagents are at
room temperature

o @
@ i
i . g

U U Final volume

Qubit™ 190 L is 200 pL

Reagent

1xnul* —_—
User Samples
\i'
Qubit™ 1-20 -.n,\ 1-20 pL\ 1-20 uL\

Workin
Solunog Final volume
180-199 uL_ is 200 pL

* where n = number of Standards plus number of Samples

199 x npul*

Figur 7. Fremgangsmate for kvantifisering av DNA-prgvene (Life Technologies, 2010).

Figuren viser at en Qubit™ arbeidslgsning til hver DNA-prgve bestar av 1 uL Qubit™ Reagent og 199 ulL
Qubit™ Buffer fra kittet. Deretter ble 198 uL arbeidslgsningen pipettert over til et Qubit™ Assay Tube,
og 2 uL DNA-prgven ble tilsatt i tuben. Det ble laget standardlgsning #1 og #2 som brukes til 3 lage
standardkurve i systemet til fluorometeret, slik at DNA-prgvene med ukjente konsentrasjoner kunne
males etter hvert (Life Technologies, 2010). Standardlgsninger ble laget ved a blande 10 uL av hver

standard (#1, #2) og 190 pL arbeidslgsningen.
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Kvalitet til ekstraherte DNA-prgvene ble undersgkt ved & bruke NanoDrop™ 2000 Spektrofotometer.
For kalibrering av spektrofotometret ble 2 uL dH,0 plassert pa den optiske linsen og t@rket. Deretter ble
2 uL prgvene plassert pa linsen og absorbansinformasjon ble avlest vha. medfulgt programvaren.
Konsentrasjoner til DNA-prgvene samt Azeo/230 08 Azeor230 ble notert. Hver gang f@r applisering av ny prgve
ma forrige prgven tgrkes bort med tgrkepapir. Til kvalitetsbestemmelse av DNA ved NanoDrop™ 2000

Spektrofotometer ble det benyttet prgver fra 2. runde ekstraksjon.

3.5 PCR

Fremgangsmate for multipleks PCR ble fulgt etter protokoll til «QIAGEN® Multiplex PCR Kit» (Qiagen,
Milano, ltalia). Det ble laget en reaksjonsmiks som bestar av ulike reagenser i hver tube til «Applied
Biosystems® MicroAmp® 8-Tube Stripes» (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Alle reagensene ble
vortexet og sentrifugert i fa sekunder fgr bruk. En oversikt over de ulike reagensene og volum er vist i
tabell 2. Det var totalt 14 prgver som ble brukt som DNA-templat. Nar det gjelder primermiks ble det
benyttet henholdsvis multipleks CAR1-2 (PM1) og ESBL1-3 (PM2) for & undersgke tilstedeveerelse av
karbapenemaser og ESBL resistensgener. | hver primermiks fins det forskjellige primerpar som koder for
spesifikke resistensgener. En oversikt over primerparene og tilsvarende primersekvenser i

multipleksene er vist i Vedlegg C.

| tillegg ble det laget en ny primermiks (PM3) etter a ha fatt resultater fra sangersekvensering, da det
viste ingen positive resultater pa gelbilder til PCR ved bruk av PM1-2. PM3 var nylig bestilt av Bjgrn-Arne
Lindstedt. Oversikt over primerparene og primersekvensene til PM3 er ogsa vist i Vedlegg C.

Fremgangsmate for tillaging av PM3 er beskrevet i samme vedlegg.

Tabell 2. Reagenser og tilsatt volum i hver reaksjonsmiks for multipleks PCR

Reagent Volum (ul) per reaksjon (PM1-4)
2 x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 12.5
10 x primer mix (2 uM av hver primer) 2.5
Sterilt H,0 9.0
DNA-templat 1.0
Totalt 25.0
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Tabell 3. Temperaturprotokoll for DNA-templat kjgrt med bade CAR- og ESBL-multipleks (PM1-2)

Trinn Tid Temperatur Antall sykluser Antall sykluser
(min) (°C) (CAR-multipleks) (ESBL-multipleks)

Aktivering av DNA 15:00 95.0 1x 1x

polymerase

Denaturering 00:30 94.0

Hybridisering 01:30 60.0 30 x 28 x

Polymerisering 01:30 72.0

Slutt polymerisering 10:00 72.0 1x 1x

Avkjgling oo 4.0 - -

Tabell 4. Temperaturprotokoll for DNA-templat kjgrt med ny multipleks PM3.

Trinn Tid Temperatur Antall sykluser
(min) (°C) (Multipleks 4)

Aktivering av DNA polymerase 15:00 95.0 1x

Denaturering 00:30 94.0

Hybridisering 01:30 62.0 35x

Polymerisering 01:00 72.0

Slutt polymerisering 10:00 72.0 1x

Avkjgling oo 4.0 -

3.6 Agarose gelelektroforese

For a separere og identifisere DNA-fragmenter ble alle multipleks PCR-produkter med bruk av PM1-4
kjgrt agarose gelelektroforese. Det ble laget bade liten og stor gel med konsentrasjon pa 1% aha. antall
produkter som skulle undersgkes. For en liten 1% agarosegel trengs det 0.5 g SeaKem® LE Agarose (Lonza
Rockland Inc., Rockland, USA) og 50 mL 1 x TAE-buffer (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA),
mens en stor 1% gel trengs det 2 g agarose pulver og 200 mL 1 x TAE-buffer fra samme produsenter.
Etter blanding av agarosepulvene og 1 x TAE-bufferen i en Erlenmeyerkolbe ble blandingen fgrst varmet
opp i mikrobglgeovn ved maks watt til den begynte a koke, deretter 1 minutt ved 600 W. Gelblandingen

ble sa kjglt ned pa benken fgr tilsetning av GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium, Fremont, CA, USA) (2.5

uL for liten gel og 10 plL for stor gel).
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Det ble benyttet elektroforesekar «Mini-Sub” cell GT cell» (Bio-Rad Laboratories Inc., USA) og «Wide
Mini-Sub® cell GT cell» (Bio-Rad Laboratories Inc., USA), med stgpekar og kam, for & kjgre henholdsvis
sma og store gel. Nedkjglt gelblanding med tilsatt GelRed™ ble helt over til stgpekar med kam. Ettersom
det tar tid for gelen stivnes, ble PCR-produktene gjort klare i ventetid. Dette utfgres ved a blande 4 puL
RNAse-fritt vann (Sigma-Aldrich, UK), 4 uL Gel Loading Dye og 3 uL PCR-produkt i brgnn til en PCR plate
med 96-brgnn (Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Nar gelen var stivnet, ble kammen tatt ut, og gelen
ble flyttet til elektroforesekar fylt med 1 x TAE-buffer (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, USA). Ved
applisering ble den fgrste brgnnen til gelen tilsatt 7ulL «Quick-Load 100 bp DNA ladder» (New England
BiolLabs® Inc., Ipswich, USA), mens resten av brgnnene var tilsatt 10 pL av DNA-prgve fra hver brgnn i

PCR plate.

For @ kjgre elektroforese ble elektroforesekar koblet til spenningskilde Power Pac 300 (Bio-Rad
Laboratories Inc., USA) ved spenning pa 80 V for multipleks PCR-produktene og 120 V for singelpleks
PCR-produktene. Tid for gelelektroforese kjgring varierte fra 1-2 timer aha. hvor godt DNA-fragmentene
hadde separert fra hverandre. Etter endt gelelektroforesen ble det tatt bilder av gelene under UV-lys
ved bruk av Gel Doc™ XR system (Bio-Rad Laboratories Inc., USA), og gelbildene ble redigert i

dataprogram «Quantity One” 1-D analysis software» (Bio-Rad Laboratories Inc., USA).

3.7 Sanger-sekvensering for 16S rRNA

3.7.1 PCR for 16S rRNA

Sanger-sekvensering av prgvene ble utfgrt av firma GATC Biotech AG i Tyskland. Fgr innsending av
prgvene ble det gjort en rekke forberedelse. Det ble fgrst tilberedt en reaksjonsmiks etter produsentens
protokoll «iProof™ High-Fidelity DNA Polymerase» (Bio-Rad Laboratories, USA) i MicroAmp® 8-Tube
Stripes (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., USA). Reagensene og mengde volum tilsatt til

hver reaksjon er vist i Tabell 5. Senkvenser til primer F og R som koder for 16S rRNA er vist i Vedlegg C.
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Tabell 5. Oversikt over reaksjonsmiks til amplifisering av 16S rRNA genet fra prgvene.

Reagent Endelig konsentrasjon Volum (ul) per reaksjon
5x iProff HF Buffer 1x 8.0

10 mM dNTP miks 200 uM 0.8

Primer 1F 0.25 uM 2.0

Primer 5R 0.25 uM 2.0

Sterilt H,0 - 24.8

iProff DNA polymerase 0.02 U/uL 0.4

DNA-templat 7.5-150ng 2.0

Totalt 40

Videre ble PCR-rgrene plassert i SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) og

tilsvarende PCR-program for 16S rRNA ble kjgrt, og oversikt over programmet er vist i tabell 6.

Tabell 6. PCR-program for 16S rRNA, inkluderer tid, temperatur og antall syklus til hvert trinn.

Trinn Tid (min) Temperatur (°C) Antall sykluser
Aktivering av DNA polymerase 00:30 98.0 1x
Denaturering 00:10 98.0

Hybridisering 00:30 53.0 35x
Polymerisering 00:45 72.0

Slutt polymerisering 10:00 72.0 1x
Avkjgling oo 4.0 -

Etter endt PCR-kjgring for 16S rRNA ble PCR-produktene kvantifisert ved bruk av Qubit® 2.0

Fluorometer. Prosedyre var det samme som det ble forklart i avsnitt 3.4

3.7.2 Rensing av 16S rRNA PCR-produkter
16S rRNA PCR-produktene ble videre renset for a fjerne primere, og dette ble utfgrt ved hjelp av et
«GenElute™ PCR Clean-Up Kit» (Sigma-Aldrich, USA). Prosedyre ble fulgt etter medfglgende anvisning i

kittet.
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3.7.3 Kvantifisering av 16S rRNA PCR-produkter

Rensede 16S rRNA PCR-produktene ble igjen kvantifisert i Qubit® 2.0 Fluorometer for a sjekke om det
var nok DNA i prgvene til Sangersekvenseringen. Dersom malt DNA-konsentrasjon i prgve var under 20
ug/mL, ble 7 ulL av prgven og 3 ulL primer overfert til et eppendorfrgr fgr innsending til GATC Biotech
AG i Tyskland. Det ble tilberedt 2 eppendorfrgr for hver prgve da det var to primere (F og R) som blandes
med en DNA-prgve. Hvis resultater fra konsentrasjonsmaling viste mer enn 20 ug/mL, trengte det bare
5 L av prgven og 5 pL primer (Finton, 2019). | dette forsgket ble prgve P1-10 fra multipleks PCR sendt
til Tyskland for Sangersekvenseringen. | tillegg ble P1 valgt ut for a kjgre singelpleks PCR. Grunnen til
dette er at den fikk et positivt band pa gelbilde til multipleks PCR ved bruk av PM3 (Vedlegg D).

3.8 Helgenomsekvensering ved Illumina-sekvensering

Etter maling av konsentrasjon til ekstraherte DNA prgver, ble P1 og P10 benyttet til
helgenomsekvensering ved bruk av MiSeq™ System (Illumina, USA), hvor alle fragmenter ble satt
sammen til «contiger». Videre ble resultater fra MiSeq kjgrt i program Trimmomatic for & fjerne
adaptersekvenser fgr resultatene kunne lastes opp til Galaxy Europe. | Galaxy Europe ble det kjgrt et
«assembly» program kalt Shovill som setter alle «contiger» sammen. Dette programmet gir bare radata
som viser helsekvens til bakterie. For & analysere denne rddataen, ble det benyttet PROKKA, et
annoteringsprogram i Galaxy Europe. Helgenomsekvensering og dataanalyse ble utfgrt av professor

Bjgrn-Arne Lindstedt.

3.9 Antibiotika sensitivitetstest

Av de 10 prgvene ble P1 og P10 valgt ut for videre undersgkelse. Grunnen til at P10 ble valgt ut i tillegg
til P1 er at den var sannsynligvis Herbaspirillum spp. basert pa nBLAST-resultat. Denne slekten er ikke
kjent for a vaere ESBL-resistent, men likevel hadde den vekst pa ESBL-skaler ifglge fenotypisk resultater
(Govarthanan et al., 2015; Ziga et al., 2010). For & undersgke om hvor fglsomme disse to prgvene er
mot ulike typer antibiotika ble AST utfgrt. Prgvene ble testet mot 13 antibiotikum i denne studien (listet

opp i tabell 1), hvorav 12 antibiotikumene (bortsett fra kolistin) ble testet med antimikrobielle stripser.

Nedfryste bakterieisolater for P1 og P10 ble strgket ut pa MH Agar petriskaler (Thermo Fisher Scientifici
Inc., USA) og inkubert ved 37 °Ci 24 timer. Det ble laget 2 paralleller for hver prgve for a oppna et mer
palitelig resultat. Etter inkuberingen ble bakteriekolonier fra P1 og P10 inokulert i saline Igsning (vann
med 8.5% NaCl). Turbiditeten til saline Igsningen skal vaere visuelt samme som McFarland Standard 0.5

(Pro-lab Diagnostics, Storbritannia) fgr den ble strgket ut pa hele MH agar skaler vha. en steril
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bomullspinne. Videre ble antimikrobielle stripser fra 2 firmaer plassert pa skalene og inkubert ved 37 °C
i 24 timer. For antibiotika amoksicilin med klavulansyre, cefepim (4. generasjon), streptomycin og
trimetoprim var det benyttet «MIC Test Strip» (Liofilchem, Italia), mens for resten av antibiotikumene
ble «M.I.C. Evaluator™ strips» (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) benyttet. Ved AST for kolistin ble
ComASP™ kolistin 0.25 — 16 pg/mL (Liofilchem, Italia) benyttet for & undersgke om P1 og P10 er

resistente/fglsomme mot dette antibiotikumet. Produsentens protokoll ble fulgt.

Etter endt inkubering ble MIC-verdier lest av fra bade MH agar skdlene og ComASP™ kolistin og

sammenlignet med EUCAST kliniske BP.
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4.0 Resultater

4.1 Sammenligning mellom fenotypiske og genotypiske resultater (screnningmetode

VS Sanger-sekvenseringen av 16S rRNA)

Det ble benyttet screnningmetode for & undersgke fenotypiske egenskaper til resistensbakteriene ved
hjelp av Brilliance™ ESBL Agar og Brilliance™ CRE Agar. Etter filtrering av vannprgvene ble noe
interessante kolonier pa Whatman® filtreringspapir (Merck KGaA, Tyskland) overfgrt til nye agar skaler
for rendyrking. Etter 24 timers inkubering ble 10 av disse skalene valgt ut for videre analyse. Fenotypisk
resultater til disse 10 pr@vene er presentert i tabell 7, samt hvor prgvene ble tatt. Det ble ogsa gjort en
antagelse om hvilke bakterier som vokste pa skalene ut ifra kolonifarge. Ettersom det er vanskelig a
bestemme bakterieslekt basert kun pa kolonifarge, ble ogsa resultater fra Sanger-sekvensering av 16S

rRNA (Vedlegg A) tatt med.

Ut ifra fenotypiske resultater hadde P1 beige kolonier pa Brilliance™ ESBL Agar. Dette gj@gr det vanskelig
a anta bakteriens identitet, da dette kolonifarget ikke er oppgitt i protokollen. Men resultatet fra nBLAST
viste derimot at bakterien var Pseudomonas spp. og mest sannsynlig Pseudomonas putida. If@lge BLAST-
resultatene ble P2-P4 identifisert som Novosphingobium spp., men disse hadde ulike kolonifarger pa
Brilliance™ CRE skaler. P2 og P3 hadde sterk gul farge, mens P4 hadde mgrk gregnn farge. Videre ble P5
observert et turkis/lys bld kolonifarge pa Brilliance™ CRE skal, noe som indikerer at bakterien kunne
vaere Klebsiella pneumoniae ifglge protokollen, men BLAST-resultatet viste likevel at den var Caulobacter
spp. Pa Brilliance™ CRE skaler for P6-8 og P10 ble alle observert svake rosa kolonifarge. Dette antydet
at disse bakteriene kunne vaere E. coli, men BLAST sgk igjen viste annerledes resultater, hvorav P6-8 ble
identifisert som Brevundimonas spp., og P10 kunne vaere Herbaspirillum spp. Videre ble det observert
et oransje aktig kolonifarge pa Brilliance™ CRE-Argar for P9, men det var vanskelig & anta bakterieslekt

ut ifra dette kolonifarget. Ifglge BLAST-resultater ble det pdvist at P9 var mest sannsynlig Enterococcus

Spp.
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Tabell 7. Sammenligning mellom fenotypiske resultater fra rendyrking av vannprgver P1-10 pa selektive

skaler og genotypiske resultater fra Sanger-sekvensering av 16S rRNA.

Prgve | Vannprgver | Selektive skaler Farge Antagelse 16S

nr.

P1 S1 Beige Usikker Pseudomonas spp.
(sannsynligvis
putida)

P2 S1 Gul Usikker Novosphingobium
spp.

P3 S1 Gul Usikker Novosphingobium
spp.

P4 S2 Grgnn Usikker Novosphingobium

spp.
Brilliance™ CRE
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P5 S4 Turkis/ Klebsiella Caulobacter spp.
lys bla pneumoniae
Brilliance™ CRE

P6 S1 Svak rosa E. coli Brevundimonas
spp.

p7 S1 Svak rosa E. coli Brevundimonas
spp.

P8 S4 Rosa/Oransj | E. coli Brevundimonas
spp.

Brilliance™ CRE
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Brilliance™ CRE

P9 S1 Orans;j Usikker Enterococcus spp.
P10 S3 Svak rosa E.coli Herbaspirillum
spp.

4.2 Genotypisk pavisning av resistensgener

4.2.1 Kvalitativ og kvantitativ bestemmelse av ekstraherte DNAet til bakterieisolatene

Tabell 8 viser DNA-konsentrasjon til prgve P1-10 malt av Qubit® 2.0 Fluorometer og NanoDrop™ 2000

Spektrofotometer ved bruk av prgvene fra 2. runde ekstraksjon. Generelt hadde prgver malt av Qubit®

2.0 Fluorometer hgyere DNA-konsentrasjonsverdier enn prgvene malt av NanoDrop™ 2000

Spektrofotometer. Blant disse hadde P3 sveert lav konsentrasjon som ligget pa 2.87 ug/mL, mens P1

hadde hgyest konsentrasjon pa 115 pg/mL. Optimal Azso/280 08 Azso/230 ratio skal ligge henholdsvis rundt

1.8 og mellom 2.0-2.2. Ifglge dette kunne ingen av de prgvene regnes som «rene», og de var mulige

kontaminert av proteiner, fenoler, EDTA og andre kontaminanter. P1, P8 og P10 var 3 prgver som hadde

Azs0/280 ratio naermest 1.8 (1.87, 1.75 og 1.75), mens P3 og P5 hadde laveste Ajso/2s0 ratio (1.41 og 1.39)

blant prgvene. Nar det gjelder Azso/30 ratio hadde P1 og P10 hgyeste ratio pa henholdsvis 1.69 og 1.07.

P1 og P10 var derfor relativt renere enn andre prgvene, mens P3 og P5 var minst «rene».
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Tabell 8. DNA-konsentrasjon til prgve P1-10 malt av Qubit® 2.0 Fluorometer og NanoDrop™ 2000

Spektrofotometer, samt renhetsmaling oppgitt i Azso/280 08 Azs0/230 ratio.

Qubit NanoDrop
Prove (ug/mL)

Mengde Axso2s0  Aze0/230

(ng/uL)
P1 115 206.8 1.87 1.69
P2 11.1 329 1.53 0.46
P3 2.87 30.0 1.41 0.40
P4 27.9 65.9 1.51 0.54
P5 30.1 63.8 1.39 0.45
P6 10.1 17.8 1.72 0.75
P7 14 355 1.68 0.72
P8 10.3 20.4 1.74 0.68
P9 25.1 402.1 1.51 0.74
P10 85.7 167.0 1.75 1.07

Til kvantitativ bestemmelse av PCR-produkter for Sanger-sekvensering ble det benyttet ekstraherte
DNA-prgver fra 1. runde ekstraksjon. Malt DNA-konsentrasjon til ekstraherte prgvene, samt PCR-
produkter fgr og etter rensing ved bruk av Qubit® 2.0 Fluorometer er presentert i Vedlegg B. | tillegg ble

ogsa mengde DNA til PCR-produkt for P1 fra singelpleks (primer CAU1) malt og vist i samme vedlegg.

4.2.2 Pavisning av antibiotikaresistente gener ved PCR

Det ble kjgrt PCR for alle prgvene ved bruk av ulike primermikser for @ undersgke tilstedevaerelse av
resistensgener. Gelbilder tatt etter gelelektroforese for bade multipleks og singelpleks PCR er vist i
vedlegg E. Pa grunn av det ikke ble observert noe positive band pa bilder av prgvene kjgrt med PM1 og
PM2, ble en ny primermiks PM3 bestilt. Gelbilde av prgvene til denne primermiksen viste et positivt
band rundt 200-300 bp for P1. Det ble derfor kjgrt en singelpleks PCR for P1, hvorav primer som koder
for CAU1, NPB3L1 og VIM2 ble benyttet. Ut ifra gelbilde av singelpleks PCR kan det observeres et positivt
band pa ca. 250 bp for primer CAU1. Dette tydet pa at P1 sannsynligvis inneholdt gener som kodet for
CAU1.
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4.3 lllumina-sekvensering

P1 og P10 ble helgenomsekvensert ved bruk av lllumina-sekvensering, og relevante resultater fra pafglgende
dataanalyse er vist i Vedlegg F. Ut ifra resultater for P1 ble det funnet mange gener som kodet for
efflukspumper og for MDR proteiner, men ingen for B-laktamaser. | dette avsnittet nevnes det bare noe viktige
gener funnet i dataanalysen fordi det var altfor mange. Blant de genene var AaeAB, ArpB og BepE kodet for
efflukspumper, mens MepA, MexA og MdtABCKE kodet for MDR proteiner. Videre ble det ogsa detektert andre
proteiner som kodet for resistens mot en del tungmetaller i P1, samt SugE, protein som er resistent mot

desinfeksjonsmiddel «Quaternary ammonium componds» (QAC).

Resultater til P10 viste at bakterien inneholdt 2 B-laktamaser og 1 putativ B-laktamase i tillegg til gener for
resistens mot metaller (CzcABC, FieF, ATM1) og mot efflukspumper (AaeA, ArpC, ArcB, BepEF). Den ene B-
laktamasen er TOHO-1 lignende. Den er ny fordi det finnes ingen helt identiske B-laktamasen registrert i noen
batabaser, og den naermeste er 99% identisk pa proteinnivda. Gjennom CARD databasen ble det funnet at
enzymet hadde over 50% likhet med CTX-M type B-laktamase, mens det hadde 87.6% likhet med klasse A-B-
laktamase PenP gjennom ExPasy. Den andre B-laktamasen funnet i P10 var Helicobacter pylori cysteinrik
protein A (HcpA), mens H. pylori cysteinrik protein C (HcpC) funnet i P10 var en mulig B-laktamase. | tillegg til
resistensgener ble ogsa gener fra MerR familie og adenosintrifosfat (ATP) -bindende kasett transportgr (ABC-

transportgr) detektert i P10 ved PROKKA.

4.4 Antibiotika sensitivitetstest for P1 og P10

Det ble gjennomfgrt en AST for P1 og P10 for & undersgke hvor fglsomme de er mot 13 ulike antibiotika
klassifisert i 8 klasser. Ettersom det ble utfgrt 2 parallelle forsgk til hver prgve, ble gjennomsnitt til avleste MIC
verdier for P1 og P10 utregnet og sammenlignet med EUCAST klinisk BP tabell (gyldig fra 1.1.2019) (EUCAST,

2019). Resultater er presentert i tabell 9, mens bildene til MH skaler med inhiberingssoner er vist i Vedlegg E.

Det finnes imidlertid ikke noe MIC-verdier til bakterie Herbaspirillum spp. (P10) i EUCAST tabellen, og heller
ikke MIC-verdier for enkelte antibiotika til bakterie Pseudomonas spp. (P1). Ut ifra tabell 9 kan det observeres
at P1 ikke var resistente mot testet antibiotika basert pa kjente EUCAST BP, men den hadde MIC-verdi pa >256
og >32 mot henholdsvis ampicilin (3. generasjon) og trimetoprim. Dette tydet pa at P1 var resistent mot disse
to antibiotikumene. Det samme gjelder resultater til P10 Herbaspirillum spp. som hadde en MIC-verdi pa >16

mot kolistin. Dette indikerte at P10 var kolistin-resistent og var fglsomme mot resten av antibiotika.
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Tabell 9. Gjennomsnittlig MIC-verdier av 13 antibiotika for P1 og P10 sammenlignet med EUCAST BP.

EUCAST klinisk BP for  P1 P10
MIC Pseudomonas Herbaspirillum
(mg/L) spp. spp.
(mg/L) (mg/L)
Klasse 1 - Aminopenicilline B-laktam, hemmer celleveggsyntesen
Ampicillin - >256 0.625
3. generasjon
Amoksicilin med klavulansyre - 48 0.111

Aminopenicillin tilsettes klavulansyre
om bakterie er resistent
Klasse 2 - Kefalosporine B-laktam, angriper PTP

Cefataxim - 16 0.06
3. generasjon
Cefepim Pseudomonas: >8 1.25 0.016

4. generasjon
Klasse 3 - Fluoroguinolone Inhiberer DNA syntese

Ciprofloxacin Pseudomonas: >0.5 0.06 0.5

Klasse 4 - Aminoglykoside Bryter ned 30S subenhet

Amikasin Pseudomonas: >16 0.625 6
Andre valg om bakterien er resistent
mot gentamicin

Gentamicin Pseudomonas: >4 0.25 1.5
Fgrste valg
Streptomycin 1.5 7

Siste valg — Fremveksten av -

resistente organismer har begrenset

bruken av streptomycin til noen fa

spesifikke forhold

Klasse 5 - Karbapenem B-laktam, hemmer celleveggsyntese

Imipenem Pseudomonas: >4 0.5 0.045
0.079

N

Meropenem Pseudomonas: >8

Klasse 6 - Makrolider Bryter ned 50S subenhet

Erytromycin - 0.48 1,2
Brukes ofte til & behandle pasienter
som er allergiske mot penicillin

Klasse 7 - Polymyxin Angriper cellemembran

Kolistin Pseudomonas: >2 <0.25 >16

Andre antibiotika Inhiberer folsyresyntese

Trimetoprim - >32 1.75
Til behandling av turistdiare

- Det finnes ikke EUCAST klinisk BP for verken Psedomonas spp. eller Herbaspirillum spp.
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5.0 Diskusjon

5.1 Pavisning med fenotypisk metode sammenlignet med Sanger-sekvensering av 16S

rRNA

| denne studien ble Brilliance™ ESBL og Brilliance™ CRE benyttet for & undersgke tilstedevaerelse av
ESBLa/m/karea - produserende Enterobacteriaceae i akvatisk miljg pa NMBU campus. Etter rendyrking ble
det valgt ut 10 bakterieisolater, hvorav P1 hadde vekst pa Brilliance™ ESBL, mens resten av prgvene (P2-
P10) vokste pa Brilliance™ CRE. Dette indikerte i at P1 var resistent mot B-laktamer som penicilliner og
kefalosporiner, mens P2-P10 var resistente mot alle B-laktamer inkluderer karbapenemer (Thermo
Fisher Scientific, 2010; Thermo Fisher Scientific, u.a.-b). Ut ifra resultater vist i tabell 7 stemte nesten
ingen av de fenotypiske resultatene med genotypiske resultater fra Sanger-sekvenseringen.
Bakterieslekt ble enten tolket feil eller var det helt umulig a tolke basert pa kolonifarget og protokollen.
Hovedgrunnen til dette er at kromogene selektive skaler og protokollen er i utgangspunktet laget for a
differensiere resistente Enterobacteriaceae i kliniske sammenhenger, ikke for miljgbakterier. Dessuten
er miljgbakteriene ofte mer robuste og resistente enn Enterobacteriaceae ettersom de matte tilpasse
seg for @ overleve i et mer utfordrende og ustabile vilkar, mens Enterobacteriacea lever i et relativt
beskyttet miljg, f.eks. hos pattedyr (Iredell et al., 2016). Dessuten finnes det flere typer bakterier i
akvatiske miljg enn i de kliniske miljgene. Disse fgrte til at bakterieisolatene fortsatt kunne vokse pd
skalene selv om selektive skalene er laget for & detektere Enterobacteriacea som kanskje er mindre

resistente enn mange miljgbakteriene.

Det var umulig a indikere bakterieslekt til P1 ut ifra beige kolonier pa Brilliance™ ESBL, men ved Sanger-
sekvensering ble det pavist at bakterien var sannsynligvis Pseudomonas spp. med 99.7% likhet og 99%
«covery». Ifglge Huang et al. (2010) er dette et vanlig fenomen ettersom 78% av Pseudomonas spp. de
analyserte hadde vekst pa Brilliance™ ESBL, med enten beige eller brune kolonier. Denne
bakterieslekten var ogsa mest observerte ikke-Enterobacteriaceae pa Brilliance™ ESBL i deres studie
(Huangetal.,, 2010). | denne studien ble P1 tatt med i videre analyse ettersom den fikk et positivt resultat
etter multipleks PCR. Det er imidlertid umulig & vite type resistensmekanismer eller resistensgener
bakterien benyttet til & uttrykke fenotypisk resistens mot B-laktamer ved screeningmetoden, men det
er vanlig at Pseudomonas spp. benytter seg av flere resistensmekanismer for a overleve i en toksisk
omgivelse, bl.a. & produsere B-laktamaser, & regulere permeabilitet til cellevegg vha. poriner og ved

efflukspumper (Iredell et al., 2016).
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Bakterieisolater P2 - P4 vokste pa Brilliance™ CRE og ble identifisert som Novosphingobium spp. vha.
Sanger-sekvensering. P2 og P3 hadde gule kolonier pa skalene mens P4 hadde grgnne kolonier. Dette
tydet pa at P2-P4 var sannsynligvis forskjellige Novosphingobium-arter. Novosphingobium spp. er kjent
som tetrasykliner resistente og er distribuert i akvatisk miljg, bl.a. ferskvann, marine miljg og spesielt i
renseanlegg til grunnvann (Huang et al., 2014). Denne type bakterien har evner til 8 degradere ulike
aromatiske komponenter som polyklorfenoler og polysykliske aromatiske hydrokarboner, derfor
benyttes den ofte i bioremidiering av forurenset vann i renseanlegg. Langtidseksponering i forurenset

vann kunne vare en grunn til at bakterieslekten har utviklet seg resistens.

Videre ble P5 observert en turkis/lys bla kolonifarge pa Brilliance™ CRE, noe som kunne indikere K.
pneumoniae ifglge protokollen, men BLAST-resultatet viste at bakterien var Caulobacter spp.. Det
samme gjelder P6-P8, hvorav alle 3 bakterieisolatene skulle vaere E. coli basert pa rosa kolonifarge, men
Sanger-sekvenseringsresultatene viste seg a8 veere Brevundimonas spp. Bade Caulobacter spp. og
Brevundimonas spp. er miljgbakterier som forekommer ofte i jord og spesielt i avlgpsrenseanlegg
(Zhang et al., 2019). Timilehin et al. (2019) rapporterte at Brevundimonas spp. funnet i kommunale
distribusjonssystemer for drikkevann i Nigeria var fenotypisk resistente mot flere antibiotikum, bl.a.
gentamicin, kanamycin og steptomysin (Timilehin et al., 2019), men disse miljgbakteriene sammen med

P10 Enterococcus spp. ble imidlertid ansett som mindre relevant i forhold til P1 og P10 i denne studien.

Bakterieisolatet P10 ble identifisert til & veere Herbaspirillum spp. (muligens H. huttiense) med 99.4%
likhet og 99% «covery». Bakterien er egentlig ikke kjent for & veere resistent mot B-laktamer til og med
karbapenemer (Govarthanan et al., 2015; Ziga et al., 2010), men den hadde likevel vekst pa Brilliance™
CRE. Derfor ble P10 valgt ut for videre analyse. Generelt virket ikke screeningmetoden sa bra for
identifisering av miljgbakteriene i denne studien, men metoden ga indikasjoner pd fenotypiske
egenskaper for bakterier som vokste pa selektive skaler. For @ undersgke resistensmekanismer eller
resistensgener for disse bakteriene, ma andre genotypiske metoder som PCR og gensekvensering stgtte
til. Ettersom ingen av de prgvene (bortsett fra P1) ga positive resultater ved multipleks PCR, er det
umulig a vite hvilke mekanismer disse bakteriene hadde benyttet seg av. Allikevel var det interessant a
se at mange miljgbakteriene overlevde pa B-laktamantibiotika og er potensielle reservoar for AR. Dette

kan vaere foruroligende dersom noe av dem kunne overfgre resistensgener til humanpatogene bakterier.
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5.2 Bakterier funnet i vannprgver

5.2.1 Pseudomonas spp.

Pseudomonas spp. er G-, ikke-fermentativ stavbakterie som finnes overalt i miljg, hovedsakelig i vann,
jord og planter (Peter et al., 2017). | de siste arene er det registrert flere kliniske tilfeller forarsaket av
Pseudomonas spp. fordi bakterien kan fgre til opportunistiske infeksjoner hos mennesker. Blant slekten
Pseudomonas er P. aeruginosa mest vanlig humanpatogen art og kan forarsake infeksjoner med
karbapenemresistens eller MDR i alle organsystemer (Folkehelseinstituttet, 2010b). Ifglge Sanger-
sekvensering av 16S rRNA var P1 mest sannsynlig P. putida. Denne bakterien er mindre patogene i
forhold til P. aeruginosa, men kan likevel medfgre alvorlige infeksjoner hos immunsvekkede (Ogura et
al., 2019). | denne studien var P1 den eneste prgven som viste positivt band ved multipleks PCR for PM3.
Videre ble den pavist at den kunne inneholde blacau1 ved singelpleks PCR. Men etter Illumina-
sekvensering og pafglgende dataanalyse ble det ikke funnet noe B-laktamaser i P1, noe som kan skyldes
av P1 er en miljgbakterie, ikke klinisk. Istedenfor B-laktamase ble det derimot detektert mange gener
som kodet for en lang rekke efflukspumper. Det er imidlertid usikker pa om hvor disse genene sitter i
P1, men sannsynlighet for overfgring av genene gjennom HGO er liten, da efflukspumpe er en
forsvarsmekanisme som forekommer naturlig (iboende) hos mange G- bakterier inkluderer

Pseudomonas spp. (Hansen, 2014).

Det finnes hovedsakelig fem MDR pumpesystemer hos G- bakterier: «resistance-nodulation-division
family» (RND), ABC, «small MDR family» (SMR), «major facilitator superfamily» (MFS) og «multiple
antibiotic and toxin extrusion family» (MATE) (Blanco et al., 2016). Blant disse er RND det viktigste
pumpesystemet forarsaket resistens hos Pseudomonas spp (Molina et al., 2014). Samtidig er det ogsa
det eneste systemet som inngari OM i tillegg til IM og periplasma, noe som gjgr det mulig for bakteriene
a pumpe substrater direkte ut av cellen, mens ved andre pumpesystemene ma utpumping skje gjennom
porer pa OM (Nikaido, 2011). Selve RND pumpesystemet fungerer som transportgr og er drevet av
proton motiv kraft (Housseini B Issa et al., 2018). De er lokalisert i IM. Mange gener pavist i P1 benytter
dette systemet. For eksempel MexA som er membran fusjon protein (MFP) og er lokalisert i periplasma
med en lipid del innsatt i IM (Housseini B Issa et al.,, 2018). Dette proteinkodende genet uttrykkes
konstitutivt og kan eksportere de fleste antibiotika, mens mange andre RND-proteiner er mer selektive.
MdtA er ogsa MFP, i samarbeide med MdtBC lokalisert i IM kan de pumpe ut f.eks. novobiocin og
deoksykolat (Nagakubo et al., 2002). MdfEK er proteiner som kan skille ut bl.a. FQ, trimetoprim,
fosfomycin osv. (Nishino & Yamaguchi, 2001). Disse Mdt-genene krever ofte proteiner kalt

yttermembran faktor (OMF), noe som er innebygde i OM, for & eksportere substratene ut. Videre ble
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det detektert TtgBC i P1. Disse proteiner finnes ofte i P. putida og virker sveert bredspektret. De sgrger
for utpumpingen av B-laktamer, nalidiksinsyre og kloramfenikol (Housseini B Issa et al., 2018). Ettersom
hovedprinsippet for efflukspumpe er & pumpe ut substratene ut av bakteriecelle, og de fleste paviste

genene funnet i P1 benytter RND efflukspumper, blir ikke alle genene diskutert her.

Det ble ogsa detektert mange gener som er resistente mot bl.a. kobber, arsenikk, kobolt-sink-kadmium.
Metall-resistente gener er tilstede i nesten alle miljgbakterier. CzcABC funnet i P1 er resistent mot
kobolt, sink og kadmium, noe som er vanlige hos mange G- bakterier (Khan et al., 2015). CzcA er antiport,
og CzcB er proteiner som sgrger for membranfusjon, mens CzcC befinner seg i OM. Til sammen utgjgr
de et kompleks pumpesystem som pumper ut de tre metallene. Videre finnes det membranproteiner
som kan aktivt pumpe arsenikk ut av celler, mens protein A og protein B skiller kobber ut av P1. | tillegg
til metall-resistente proteinene kan det ogsa nevnes Sugk og OhrA som er resistent mot henholdsvis
QAC og hydroperoksid. Resistensmekanismer mot disse biocidene kan gi bade kryssresistens til
antibiotika og koresistens med andre biocider. Dessuten er koresistens spesielt aktuelt for QAC. QAC er
et desinfeksjons- og rengjgringsmiddel som benyttes ofte i naeringsmiddelindustri, men kan ogsa
tilsettes i kosmetikk og virker som konserveringsmiddel, samt i deodorant og i harprodukter som
fuktighetsmiddel (Lunestad et al., 2009). Resistens mot QAC inngar ofte i MFS- og SMR-familie
pumpesystem. Ut ifra resultatet har bruk av biocidene allerede medfgrt utvikling av resistens. Dette

kan gi stgrre seleksjonspress og fgre til gkt forekomst av resistens mot klinisk viktige antibiotika.

P1 var resistent mot ampicillin og trimetoprim med MIC-verdi pa henholdsvis >256 mg/L >32 mg/L.
Ampicillin er bredspektret antibiotika i gruppe penicillin, mens trimetoprim er bakteriostatisk som
benyttes ofte i kombinasjon med sulfonamider (Nordeng, 2018; Nordeng, 2019). Begge virker mot G-
bakterier og star pa WHO sin liste for essensielle medisiner (WHO, 2019a). Grunnen til P1 var resistent
mot disse to antibiotikumene er sannsynligvis et resultat av MDR pumpesystemer. Ifglge Blanco et al.
(2016) er MDR efflukspumpene utviklet og pavirket av omgivelse en bakterie lever i, men fenotypiske
egenskaper observert hos bakterien er uavhengig av antall efflukspumpe i bakteriens genomet. Ut ifra
dette kan AST-resultatet til P1 tydet pa en langtidseksponering av ampicillin og trimetoprim, noe som
forte til bakterien utviklet god evne til a skille ut spesielle disse to typer antibiotika. | tillegg hadde P1
relativt hgy MIC-verdi mot amokosicilin (48 mg/L) og cefataxim (16 mg/L) som ogsa er mest brukt

antibiotika.
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5.2.2 Herbaspirillum spp.

Herbaspirillum spp. er ikke-fermentativ G- stavbakterie som finnes i miljg, jord, grunnvann og distribuert
system for drikkevann (Liu et al., 2019). Bakterien er sjeldent knyttet til humane infeksjoner, men kan
likevel medfgre infeksjoner som blodforgiftning hos immunsvekkede. For pasienter med kreft eller
levercirrhose (skrumplever) kan Herbaspirillum spp. veere opportunistisk patogen. Gjennom AST ble det
pavist at P10 Herbaspirillum spp. var resistent mot kolistin fordi den hadde MIC-verdi pd >16 mg/L. Som
nevnt tidligere er kolistin et sistehandspreparat i behandling av livstruende sykdom forarsaket av MDR
som P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii og karbapenem-resistent Enterobacteriaceae (Liofilchem,
2018). Bruk av kolistin er sjeldent og skal helst unngas, bare hvis den er absolutt «siste utvei», da den
har mange bivirkninger, bl.a. nedsatt nyrefunksjon og nevro- og nefrotoksisitet (Norsk
legemiddelhdndbok, 2017). Det er derfor sveert ugnskede og uforventet at en bakterie er kolistin-
resistent. | denne studien ble buljongfortynningsmetode benyttet for a teste bakteriens fglsomhet mot
kolistin. Den er en standard metode for resistensbestemmelse av kolistin og er godkjent av EUCAST, noe

som kunne fasts|a at resultatet er palitelig.

Ved fenotypisk metoden ble P10 observert en vekst pa Brilliance™ CRE, noe som tydet pa at bakterien
var sannsynligvis resistent mot nesten alle B-laktamantibiotika. Dette ble deretter pavist gjennom
annoteringsprogrammet PROKKA, hvorav TOHO-1 lignende gen, blancpa 0g et mulig blanec ble detektert
i genomet til P10. blarono-1 ble farst gang funnet pa Toho sykehus i Japan i 1995 (Ishii et al., 1995). Genet
var produsert av E. coli og viste 83% likhet med B-laktamase produsert av K. oxytoca, mens det som ble
detektert i P10 var ikke identisk med blarono-1 funnet i Japan, og heller ikke med noe som helst gener
registret i databaser i dag. Blant de genene som hadde over 50% likhet med TOHO-1 lignende genet i
CARD database kommet blacrx-.v mest opp i treff. Et annet navn til TOHO-1 er CTX-M-44 (Shimizu-lbuka
et al., 2011), derfor var dette TOHO-1 lignende genet sannsynligvis ogsa fra CTX-M familie. CTX-M er
cefotaximase som utgjgr en stor helseutfordring i verden fordi de er resistente mot penicilliner og
kefalosporiner opptil 4. generasjon. Dessuten sitter blacmem ofte pa plasmidene og kan vaere sveert
smittsomme (Derakhshan et al.,, 2019). Ut ifra resultatet er det imidlertid umulig @ vite hvor
resistensgener sitter i P10, derfor er det usikkert pa om resistensgenene kunne overfgres til andre
bakterier eller ikke. Ved bruk av ExPasy database ble P10 funnet & ha 87.6% likhet med klasse A-B-
laktamase PenP. Sekvensen til denne B-laktamasen ligner veldig (>80%) pa de kliniske signifikante TEM-
og SHV-familie. Som nevnt i avsnitt 2.2.3.1 har TEM- og SHV-ESBL evner til 3 nedbryte kefalosporiner
(1.-4. generasjon) i tillegg til penicilliner. PenP som hadde hgy sekvensidentitet med dem ogsa er AR,
men med et smalere spekter, fordi de fleste PenP nedbryter bare penicilliner og kefalosporiner opptil 2.

generasjon (Pan et al., 2017a; Pan et al., 2017b). Til tross for det ikke finnes helt identiske sekvensen til
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TOHO-1 lignende genet i databasene, foreslo PROKKA & kalle dette genet for blarono-1, 0g genet var

sannsynligvis en klasse A-B-laktamase.

Videre ble B-laktamase HcpA og en mulig B-laktamase HcpC detektert i genomet til P10. Mittl et al.
(2000) mente at HcpA skulle tilhgre en ny klasse B-laktamase, klasse E, da enzymet ikke lar seg hemmes
av klavulansyre (hemmer ESBLa) eller EDTA (hemmer ESBLkarsa). Men enzymet kan derimot inhiberes
ved bruk av cloxacillin og oxacillin. HcpA er muligens involvert i celleveggsyntese og nedbryter
hovedsakelig 6-aminopenicilin syre. Selv om enzymet nedbryter ogsa 7-aminokefalosporin syre, er
effekten mye mindre i forhold til nedbrytning av aminopenicilliner (Mittl et al., 2000). HcpC tilhgrer

samme familie som HcpA. Funksjonen til dette enzymet er muligens samme som HcpA.

Basert pa ulike spektre til detekterte B-laktamasene i P10 var P10 sannsynligvis resistent mot alle
penicillinene og kefalosporinene (1. — 4. generasjon), men det er imidlertid vanskelig a si om bakterien
0gsa var resistent mot karbapenemer selv om den gro pa Brilliance™ CRE, da det ikke ble funnet noe
gener som kodet for ESBliarsa. If@lge disse resultatene skulle P10 veere resistent mot B-
laktamantibiotikum ved AST, men AST-resultatet viste derimot at bakterien var fglsomme mot alle testet
B-laktamantibiotikumene, kun resistent mot kolistin. Grunnen til dette ble deretter funnet i «PROKKA-
annotering», hvorav et gen fra MerR-familie ble detektert. Dessuten ligget dette MerR-genet nesten
rett foran TOHO-1 lignende genet fra CTX-M familien. MerR-familien er transkripsjonsregulator (Brown
et al.,, 2003). Disse genene koder for proteiner som bindes til spesifikke DNA sekvenser
(promotorsekvenser) og derved kontrollerer et gen skal uttrykkes eller ikke. Ut ifra dette kan det antas
at dette TOHO-1 lignende genet (blacrx-m) var muligens en induserbar ESBLa. Transkripsjonsregulatoren

sgrger dermed for at dette resistensgenet blir uttrykt pa riktig tidspunkt og sted i bakterien.

De fleste MerR-genene aktiveres som fglge av miljgstimulus, f.eks. nar bakterien utsettes for oksidativt
stress, tungmetall eller antibiotika (Brown et al., 2003). En mulig forklaring pa det som skjedde var at
Mer-R genene ble aktivert og sendte ut signaler til TOHO-1 lignende genet under rendyrking av P10 pa
Brilliance™ CRE, slik at resistensgenet kunne komme til uttrykk og beskytte bakterien mot antibiotika.
Prosess fra Mer-genene fgrst detekterer antibiotika helt til blacrem kommer til uttrykk skjer ikke pa en
gang fordi bakterien trenger litt tid for & utfgre hele prosessen. Dette kan vaere et arsak til AST-resultatet.
Rendyrkningen av P10 pa Brilliance™ CRE ved 37 °C tok et dggn, mens teststripsene lagt pa MH skaler

hvor P10 hadde vekst pa tok bare noen sekunder. blacrx.m i bakterien pa MH skalene rakk ikke @ komme
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til uttrykk, og bakterien ble deretter hemmet av antibiotikumene i Igpet av natten. Det som er
interessant er at P10 vokste igjen pd MH skalene etter at teststripsene var fjernet fra MH skalene til
tross for bakterien var allerede hemmet av teststripsene med B-laktamantibiotika. AST-resultatet til P10
er derfor sveert misvisende fordi det bare indikerte at bakterien var kolistin-resistent selv om

resistensmekanisme mot kolistin er imidlertid ukjent.

| tillegg til MerR-genene ble det ogsa detektert ABC-transportgrer i P10 gjennom «PROKKA». ABC-
transportgrene er en stor familie av transmembranproteiner som bruker ATP til 4 frakte stoffer over
cellemembraner (Wilkens, 2015). Det er ogsa det eneste pumpesystemet som benytte ATP som
energikilde blant de 5 pumpesystemene. ABC-transportgrene finnes som importgr og eksportgr. ATM1-
genet funnet i P10 er eksempel pa eksportgr. Genet inngdr i homgostase og avgiftningsprosess ved
skille tungmetaller ut av bakteriecelle (Lee et al., 2014). Dessuten hadde bakterien andre gener for
resistens mot metaller, og mange efflukspumper som ogsa bidro til resistens. Virkningsmekanismer for
de fleste metallresistensgenene og efflukspumpene funnet i P10 er samme som de paviste genene

beskrevet i avsnitt 5.2.1 Pseudomonas spp. og vil derfor ikke bli omtalt her.

5.3 Funnenes relevans

Det er meget viktig & ha riktig diagnosen for & kunne gi korrekt behandling til pasienter. Uriktig
klassifisering av sensitivitet til bakterie mot ulike antibiotikum kan medfgre feilbehandling. Samtidig kan
det gke seleksjonspress hos bakterien og bidra til utvikling av AR. Ut ifra AST-resultatet til P10 vil en lege
sannsynligvis bruke B-laktamantibiotika som penicilliner til behandling av infeksjon forarsaket av denne
bakterien. Men bakterien er egentlig resistent mot mange B-laktamantibiotikumene ogsa fordi en
induserbar ESBL. samt to andre B-laktamasene ble genetisk pavist i bakterien. Dette er et nytt funn for
Herbaspirillum spp. og har aldri blitt sett i Norge fra fgr. Det finnes heller ikke noe litteratur om
Herbaspirillum spp. med induserbar B-laktamase og er samtidig kolistin-resistent, men sa ble en artikkel
fra Korea funnet, hvor en pasient fikk blodforgiftning forarsaket av Herbaspirillum spp. ble presentert.
Pasienten var en 98 ar gammel mann uten noe alvorlige sykdommer bortsett fra hypertensjon ifglge
pasientjournal (Liu et al., 2019). Nar han ble innlagt pa sykehus, hadde han feber og beslag. Gjennom
16S rRNA-sekvenseing ble Herbaspirillum spp. identifisert fra hans blodprgve, og H. huttiense kommet
naermest (100%) basert pa database. Til behandling av denne pasienten ble det fgrst benyttet
meropenem og kolistin, men byttet deretter til ceftazidime (3. generasjon kefalosporin), minosykline
(tetrasykliner) og trimetoprim fordi det ble funnet at bakterien var resistent mot kolistin og var

felsomme mot alle andre antibiotikum de hadde testet for. Etter 2 maneders behandling ble pasienten
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verre, og han ble overfgrt til langtidspleie fasilitet noen uker senere. Liu et al. (2019) mente at
Herbaspirillum spp. var mer helsetruende enn det som hadde blitt rapportert, ettersom bakterien
medfgrte blodforgiftningen hos en frisk person. | deres studien ble det ikke utfgrt
helgenomsekvensering for Herbaspirillum spp., og de til slutt hadde ikke skjgnt hvorfor behandlingen
ikke viste effekt. Det som ble funnet i denne studien kunne veere en forklaring pa det. Bakterien de fant
var sannsynligvis samme som P10, da begge viste 99%-100% likhet med H. huttiense. Dersom bakterien
de hadde inneholdt en induserbar B-laktamase, ville MerR-gener begynne a produsere proteiner og
aktivere B-laktamasen i kroppen under B-laktamantibiotikabehandling, dermed inaktivere

antibiotikumene.

P1 undersgkt i denne studien er en miljgbakterie, hvorav flere efflukspumper bidro til resistens. Det er
gjort mange tilsvarende undersgkelser av ESBL-produserende bakterier pa NMBU Campus, hvorav
Pseudomonas spp. var funnet i de fleste studiene. Men ingen av de studiene utfgrte genomsekvensering
av funnet Pseudomonas spp. og er derfor umulig a vite hvilke mekanismer bakteriene hadde benyttet
seg av. Som nevnt er Pseudomonas spp. en oppturnistisk patogen. | Ogura et al. (2019) og Peter et al.
(2017) sine studier ble P. putida pavisti bl.a. urin, blod, sar, slim og flere steder hos pasienter pa sykehus.
Disse bakteriene baerer resistensgener, ofte blaviv, som kan overfgres til andre bakterier giennom HGO.
Men denne bakterien har ikke fatt like mye oppmerksomhet som P. aeruginosa pga. lavere virulens og
hgyere felsomhet mot antibiotika. Selv om P. aeruginosa star pa WHO sin prioriteringsliste for patogene
som er ngdt for & ha nye antibiotika mot pga. hgy morbiditet og mortalitet, er det ikke meldingspliktig i
Norge. Det er klart at Pseudomona spp. er utbruddspoensial, men det finnes imidlertid ikke noe
systematisk overvakning av denne bakterien i Norge, med mindre de er baerere av ESBLyagea (Steinbakk

et al., 2014).

5.4 Forsalg til videre arbeid

Generelt bgr det innhentes flere vannprgver fra NMBU Campus og fra andre omrader for & undersgke
forekomst og spredning av AR i akvatiskmiljg. Pseudomonas spp. har blitt pavist i flere ar pa rad mens
en ny B-laktamase har blitt pavist i Herbaspirillum spp. fra vannomradet ved NMBU. Det kan vare nyttig
a finne ut om P10 er et tilfeldig funn eller finnes det mer i naerheten, siden lignende bakterie ble funnet
bade i Norge og i Korea. Det er fgrste gang at bade MerR-genet og induserbart TOHO-1 lignende genet
ble pavist hos Herbaspirillum spp. i hele Norge. Ettersom virkningsmekanisme til de to genene gir
misvisende AST-resultat og kan fort medfgre feilbehandling, bgr denne virkningsmekanismen studeres

naermere. Det kan for eksempel benytte «klippe-lime» teknikk ved & klippe ut disse to genene og sette
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inn i plasmidet til en ikke-AR bakterie pa laboratoriet, deretter kan bakteriestammen inkuberes med
antibiotika for 8 se om bakterien kunne bli resistent. Da far man endelig bevis for at dette resistensgenet
er induserbart. Samtidig kan bakteriestammen inkuberes pa et skal uten antibiotika, slik at skal med og
uten antibiotika kunne sammenlignes mhp. tiden det tar for aktivering av denne B-laktamasen. | tillegg
er P10 kolistin-resistent, noe som er sveert foruroligende. Derfor kan det veere nyttig a8 undersgke
nermere om resistensmekanisme mot kolistin. Det er usikkert pd om bakterien er resistent mot
karbapenemer eller ikke. Ettersom karbapenemer er «siste utvei» blant virkelige gode antibiotikum uten
bivirkninger, kan det veere lurt @ pavise bakteriens fglsomhet mot karbapenemene. Videre kan
ytterligere genotypiske analyser gjennomfgres for & kartlegge hvor resistensgener sitter i P10 og

mulighet for overfgring av resistensgener til andre bakterier.

6.0 Konklusjon

Hensikten med denne oppgaven var 3 undersgke forekomsten av ESBL-produserende bakterier i
akvatiskmiljg ved a benytte fenotypisk og genotypisk pavisningsmetode. Det ble detektert en induserbar
klasse A-B-laktamase i Herbaspirillum spp., en bakterie som egentlig ikke var kjent for & veere antibiotika
resistent. Dette er urovekkende fordi det kan tydet pa en ytterligere utvikling av AR foregar i Norge selv
om det var et spennende funn. Gjennom AST ble det funnet at bakterien ogsa var kolistin-resistent, noe
som er i utgangspunktet ikke forventet, siden kolistin er «sistehandspreparat» mot AR og skal i
prinsippet ikke brukes. Det er derfor viktig @ samle inn flere vannprgver fra NMBU Campus for a

undersgke om dette var et tilfeldig funn.

En annen bakterie som ble undersgkt var Pseudomona spp. hvorav flere efflukspumper systemer var
benyttet av bakterien og bidro til resistens. Bakterien var resistent mot vanlige antibiotika som
aminopenicilliner og trimetoprimer. Denne bakteriestammen har blitt funnet flere ar pa rad i Campus,
derfor kan det vaere lurt a begynne a ha en systematisk overvakning av bakterien i omradet rundt NMBU.
Basert pa denne studien bgr arbeidet med detektering av ESBL i akvatiskmiljg fortsettes ettersom miljg

spiller en viktig rolle i AR utviklingen.
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Vedlegg A. Pavist bakterieidentitet etter Sanger-sekvensering av 16S
rRNA ved bruk av nBLAST

Prove Bakterieidentitet i nBlast Identitet Prosent i Query Cover (%)

(Sanger-sekvensering) nBlast (%)

P1 Pseudomonas spp. 99.7 99
(mulig P. putida)

P2 Novosphingobium spp. 99.2 99

P3 Novosphingobium spp. 99.2 99

P4 Novosphingobium spp. 99.8 99

P5 Caulobacter spp. 97.1/98.1 98-100

P6 Brevundimonas spp. 99.7 99

P7 Brevundimonas spp. 99.7 99

P8 Brevundimonas spp. 99.2 99-100

P9 Enterococcus spp. 99.5 99

P10 Herbaspirillum spp. 99.4 99

(mulig H. huttiense)




Vedlegg B. Kvantifisering av 1. runde DNA-ekstrasjon ved Qubit® 2.0

Fluorometer, samt malt konsentrasjon til PCR-produkter for Sanger-

sekvensering f@r rensing, etter rensing og singelpleks for P1.

DNA-konsentrasjon (ug/mL)

Prove 1. runde ekstraksjon  PCR-produkter PCR-produkter (Etter Singelpleks P1
(F@r rensing) rensing) (Primer CAU1)
P1 24.1 115 16.3 6.41
P2 <0.01 59.0 41.0
P3 3.52 89.1 28.2
P4 3.94 56.6 27.7
P5 5.51 58.0 26.7
P6 6.10 82.9 44.1
P7 4.82 69.9 41.9
P8 1.99 69.3 23.4
P9 9.86 36.0 36.9
P10 5.54 49.8 41.9




Vedlegg C. Oversikt over primere brukt for 16S, multipleks og

singelpleks PCR

Tabell C1. Primerpar som koder for 16S rRNA genet

Primer for 16S rRNA genet Sekvens Produktstgrrelse (bp)
1F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1505
5R GTTACCTTGTTACGACTT

Tabell C2. Karbapenmase-primere (PM1) for multipleks PCR

Primermiks CAR (PM1) Sekvens Produktstgrrelse (bp)
CAR1
CMY2-F GCATCTCCCAGCCTAATCCC 188
CMY2-R TTCTCCGGGACAACTTGACG
MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA 281
IMP-F ACAGGGGGAATAGAGTGGCT 393
IMP-R AGCCTGTTCCCATGTACGTT
VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG 564
VIM_R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT
CAR?2
NDM_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 157
NDM_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
SFC1-F GGAGGGCGAATTGGGGTTTA 268
SFC1-R CACTGTACTGCAGAGTGGCA
KPC_F TCCGTTACGGCAAAAATGCG 460
KPC_R GCATAGTCATTTGCCGTGCC




Tabell C3. ESBL-primere (PM2) for multipleks PCR

Primermiks ESBL (PM2) Sekvens Produktstgrrelse Malgen
(bp)

ESBL1
MultiOxa48-F GCTTGATCGCCCTCGATT 281 OXA-48
MultiOxa48-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
MultiCTXMGp2_F CGTTAACGGCACGATGAC 404 CTXM
MultiCTXMGp2_R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
MultiTSOO_F GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 564 OXA
MultiTSOO_R GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG
MultiTSOS_F AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 713 SHV
MultiTSOS_R ATCCCGCAGATAAATCACCAC

ESBL 2
MultiCTXMGp9_F TCAAGCCTGCCGATCTGGT 561 CTXM
MultiCTXMGp9_R TGATTCTCGCCGCTGAAG
MultiCTXMGp1_F TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 CTXM
MultiCTXMGp1_R CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
MultiTSOT_F CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC 800 TEM
MultiTSOT_R CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC

ESBL 3
NDM_F TGGCCCGCTCAAGGTATTTT 157 NDM
NDM_R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT
VIM_F ATAGAGCACACTCGCAGACG 564 VIM
VIM_R TTATTGGTCTATTTGACCGCGT
KPC_F TCCGTTACGGCAAAAATGCG 460 KPC
KPC_R GCATAGTCATTTGCCGTGCC




Tabell C4. Nye primere PM3 for multipleks og singelpleks PCR

Primermiks (PM3) Sekvens Produktstgrrelse (bp)
CAULF ATATCTATGGCCCAACGCCG 293
CAU1R CACGTCGGTAGGAATGGCG

NPB3L1F CGACATGGACAGGGGGAAAG 186
NPB3L1R ACGTACGCTGGATTCTCACC

VIM1347F TGTTCTACATGACCGCCTCTC 566
VIM1347R ACCACCGTATAGCACGTTCG

VIM2F GAAGGACTCTCATCGAGCGG 322
VIM2R AGCGATTTGTGTGCGCTTTT

Tillaging av primermiks PM3

PM3 bestdr av 4 primerpar og er nylig bestilt av Bjgrn Arne Lindsedt. Disse kommer i pulverform og ma
derfor lgses opp i RNase-fritt vann (Sigma-Aldrich, UK) fgr bruk. Pa skiltet til hver primer er det oppgitt
primerkonsentrasjon i «nmol». Mengde RNase-fritt vann tilsettes i hver primer ma regnes ut ved 3

multiplisere antall nmol med 10.
F.eks. 28.2 nmol pa skiltet * 10 = 282 pL RNase-fritt vann

Primerne ble votexet etter tilsetning av vann for a fa en homogen Igsning, deretter ble 10 pL av hver
primer pipetert over til et nytt eppendorfrgr. Primermiksen ble sd vortexed og sentrifugert og er klar til

bruk. Tilaging av primermiks M4 ble utfgrt av Misti Down Finton.



Vedlegg D. Gelbilder av PCR produkter

Figur D1. Gelbilde av multipleks PCR med CAR1 og CAR2. Ingen positve band ble observert.

Figur D2. Gelbilde av multipleks PCR med ESBL1 og ESBL 2. Ingen positve band ble observert.

Vi



Figur D3. Gelbilde av multipleks PCR med ESBL3. Ingen positve band ble observert.

Ladder P] P2 P3 P4 P5 Ladder p6 P7 P8 P9 PIO

Figur D4. Gelbilde av multipleks PCR med PM3 for P1-10, hvorav P1 hadde et positiv band.
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Figur D5. Gelbilde av singelpleks PCR for P1, hvor P1 hadde et positiv band pa ca. 250 bp for primer
CAU1.

viii



Vedlegg E. Tabell som viser bilder av resultater for P1 og P10 fra AST,

med

2 paralleller for hver preve.

Prgve 1 — Pseudomonas ssp.

Prgve 10 — Herbaspirillum ssp.

Parallell 1 | Parallell 2

Parallell 1

| Parallell 2

Klasse 1 - Aminopenicilline B-laktam, hemmer celleveggsyntesen

Ampicillin
3. generasjon

Amoksicilin
med
klavulansyre
Aminopenicilli
n tilsettes
klavulansyre
om bakterie
er resistent

48 mg/L 48 mg/L

0.047 mg/L

Klasse 2 - Kefalosporine B-laktam, angriper penicillinbindende prote

Cefotaxime
3. generasjon

Cefepime
4-generasjon

iner

1.0 mg/L

<0.016mg/L

:\‘\7 _‘_ —— <
<0.016mg/L




Klasse 3 - Fluoroquinolone Inhiberer DNA syntese

Ciprofloxacin

Amikacin
Andre valg
om bakterien
er resistent
mot
gentamicin

Gentamicin
Fgrste valg

Streptomycin
Siste valg —
Fremveksten
av resistente
organismer
har begrenset
bruken av
streptomycin
til noen fa
spesifikke
forhold

1.5 mg/L 1.5 mg/L 6 mg/L 8 mg/L




Klasse 5 - Karba

Imipenem

Meropenem

penem B-laktam, hemmer celleveggsyntese
= IS

2 mg/L

———t T -

0.06 mg/L

| —

Erytromycin
brukes ofte til
a behandle
pasienter som
er allergiske
mot penicillin

32 g/l 64 mg/L
Klasse 7 - Polymyxin Angriper cellemembran
Colistin <0.25 <0.25 >16 >16
Andre antibiotika Inhiberer folsyresyntese

Trimethoprim
Til behandling
av turistdiare.

>32 mg/L

>32 mg/L

2 mg/L 1.5mg/L

Xi



Vedlegg F. Resultater fra lllumina-sekvensering

Tabell F1. Resultater til «CARD database» for P1

GENE COVERAGE_MAP %COVERAGE
OpmH ========/====== 96.76
MexB ========/====== 98.03
OprM ========/====== 94.99
Bifidobacterium_adolescentis_rpoB_conferring_

resistance_to_rifampicin | =.. 4.83
Nocardia_rifampin_resistant_beta-

subunit_of _RNA_polymerase_(rpoB2) |..../[... === 10.17
Pseudomonas_aeruginosa_CpxR ========/====== 98.53
mexW ========/====== 98.27
MuxB T 9.26
mexK ========/====== 98.73
mexN =[====== 44.29
MexE ========/====== 93.73
MexF ========/====== 98.43
OprN ========/====== 93.80
TriC ========/====== 98.36
mex| =====........ 30.06
MuxB ======/====== 75.89
mexN T 8.97
K._pneumoniae_KpnG ... === 13.30
mexl ====/==== 51.91
mexI == 4.85

Resultater til «Selected genes » for P1

/product="p-hydroxybenzoic acid efflux pump subunit AaeA"

/product="Multidrug/solvent efflux pump periplasmic linker protein MepA"

/product="Antibiotic efflux pump membrane transporter ArpB"

/product="Toluene efflux pump outer membrane protein TtgC"

/product="Toluene efflux pump membrane transporter TtgB"

/product="Efflux pump membrane transporter BepE"

/product="Arsenical pump membrane protein"

/product="Efflux pump membrane transporter BepE"

/product="Solvent efflux pump outer membrane protein SrpC"

/product="p-hydroxybenzoic acid efflux pump subunit AaeB"

/product="Ferrous-iron efflux pump FieF"
/product="Multidrug resistance protein 3"

/product="Bicyclomycin resistance protein"




/product="Multidrug resistance protein MexA"

/product="Multidrug resistance protein MdtA"

/product="Multidrug resistance protein MdtB"

/product="Multidrug resistance protein MdtK"

/product="Multidrug resistance protein MdtC"

/product="Arsenic resistance transcriptional regulator ArsR2"
/product="Copper resistance protein B"

/product="Copper resistance protein A"

/product="Quaternary ammonium compound-resistance protein Sugt"
/product="putative multidrug resistance protein EmrK"
/product="Fosmidomycin resistance protein"
/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcB"
/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA"
/product="Multidrug resistance protein MdtE"

/product="putative multidrug resistance protein EmrY"
/product="0rganic hydroperoxide resistance transcriptional regulator"
/product="0Organic hydroperoxide resistance protein OhrA"
/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcC"
/product="Multidrug transporter"

/product="Putative multidrug export ATP-binding/permease protein"
/product="Multidrug transporter MdfA"

/product="Multidrug export protein EmrB"

/product="Modulator of drug activity B"

/product="putative multidrug ABC transporter permease YbhR"

/product="Multidrug export protein EmrA"

Xiii



Tabell F2. Resultater til «CARD database» for P10

GENE COVERAGE_MAP %COVERAGE
Bifidobacterium_adolescentis_rpoB_conferring_resistance_to_

rifampicno .../ . == 6.92
Bifidobacterium_adolescentis_rpoB_conferring_resistance_to_

rifampicn. | [..=== 10.49
AxyY ====/...... 23.49
ceoB ========/====== 99.55
MuxB ========/====== 97.19

Resultater til «PROKKA annotation» for P10

MULTISPECIES: MerR family transcriptional regulator [Herbaspirillum]

ABC transporter ATP-binding protein [Herbaspirillum huttiense]

CDS

CDS

CDs

complement(4033..4479)
/locus_tag="YVON10_01397"
/inference="ab initio prediction:Prodigal:2.6"
/inference="similar to AA sequence:UniProtKB:P44558"
/codon_start=1
/trans|_table=11
/product="putative HTH-type transcriptional regulator"
/protein_id="NMBU:YVON10_01397"
/translation="MTTSLTIAQAADATGLSVHTLRYYERIGLLDPVERRDNRHRRYT
QEDLDWIDFLKKLKATGLQVRAMLRYAELRREGNTLESVRERKAMLQAHTLCVQHTLA
ELQENLAVLQRKLVLYDELEQDARAEPAHALPSSKADAPHPERMAP"

4655..5398
/gene="mhpD"
/locus_tag="YVON10_01398"
/EC_number="4.2.1.80"
/inference="ab initio prediction:Prodigal:2.6"
/inference="similar to AA sequence:UniProtkB:P77608"
/codon_start=1
/trans|_table=11
/product="2-keto-4-pentenoate hydratase"
/protein_id="NMBU:YVON10_01398"
/translation="MHIDAATQLLLDARHSGLALDWRRLAVGDAEIAYAVQDAQLQRL
GPIGGWKVGSKGDGSLPACAPLPASGVLASGAPLRGPQWRMRGLEVELALRVGRDYHP
GDQVPDEAELRTVFDAILPAIEVVETRLGHPPCTNPWAGMADLQSHGALIIGAAQPLP
ATLSLRQIAASLHIDGQEITRTTGGNPADLWPMLGWLALHCARRGQPWCQGQVITTGS
CTGLQLARAGRQIEGALAGIGAVSFSFAN"

complement(5413..6312)
/gene="bla"
/locus_tag="YVON10_01399"
/JEC_number="3.5.2.6"
/inference="ab initio prediction:Prodigal:2.6"
/inference="similar to AA sequence:UniProtkB:Q47066"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="Beta-lactamase Toho-1"
/protein_id="NMBU:YVON10_01399"
/translation="MSGRRHFLSVAALAGAGLISRSWAASLQGASKTVDSSALTATLS
RLEADIGGRLGVSLVDTAGGRHWGYRADERFPMCSTFKFLAAAAVLRRVDEGKEQLAR
RIVYRQQDLVPYSPTTGKHTGGDGLSLAQLCEAAITLSDNTAANLMLESMDGPAGMTR
FVRSLGDELTRLDRNEPTLNEAVPGDPRDTTTPAAMTADLRQLVLGNARTPPSRQQLA
QWLVANQTGNKRVRAGLPKGWKVGDKTGTGRLGTANDVGVVWTEKGAPLLFAVYLTEN
AATDARRDAVHAEVGRLIGQLMT"

Resultater til «Selected genes » for P10

/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA"

/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcB"

/product="Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcC"

/product="Beta-lactamase HcpA"

Xiv

MerR family transcriptional regulator [Herbaspirillur
Sequence ID: WP_039784551.1 99% AA identity
D8J249_HERSS - MerR family transcription regulator

hydratase [Herbaspirillum sp.]
Sequence ID: MAF04843.1

99% AA identity

class A beta-lactamase [Herbaspirillum huttiense]

Sequence ID: WP_134223024.1

CARD: 255 ARO:3001!CTX-M-12.3.95749e-84

CTX-M-family




/product="Putative beta-lactamase HcpC"

/product="Beta-lactamase Toho-1" class A beta-lactamase [Herbaspirillum huttiense] *

/product="Antibiotic efflux pump outer membrane protein ArpC"

/product="Multidrug/solvent efflux pump membrane transporter MepB"

/product="Multidrug efflux pump subunit AcrB"

/product="Efflux pump membrane transporter BepE"

/product="Efflux pump periplasmic linker BepF"
/product="putative manganese efflux pump MntP"

/product="Ferrous-iron efflux pump FieF"

/product="p-hydroxybenzoic acid efflux pump subunit AaeA"

/product="ATM1-type heavy metal exporter"

/product="Autotransporter adhesin UpaG"

*MATCHES => 50% AA identity from CARD database for /product="Beta-lactamase Toho-1" class A

beta-lactamase [Herbaspirillum huttiense] *

Name Identity | Species Comment
uncultured bacterium LRA-1 is a beta-lactamase isolated from soil
LRA-1 54 BLR1 samples in Alaska
FAR-1 is a class A beta-lactamase gene found in
FAR-1 52 Nocardia farcinica Nocardia farcinica.
SHV-53 is a beta-lactamase that has been found
SHV-53 52 Klebsiella pneumoniae in clinical isolates.
Salmonella enterica subsp.
enterica serovar CTX-M-7 is a beta-lactamase found in Salmonella
CTX-M-7 51 Typhimurium typhimurium
OKP-B-12 is a beta-lactamase found in Klebsiella
OKP-B-12 51 Klebsiella pneumoniae pneumoniae
CTX-M-122 is a beta-lactamase. From the Lahey
CTX-M-122 50 Escherichia coli list of CTX-M beta-lactamases.
Salmonella enterica subsp. | CTX-M-83 is a beta-lactamase found in
CTX-M-83 50 enterica serovar Derby Salmonella enterica
CTX-M-38 is a beta-lactamase found in
CTX-M-38 50 Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
CTX-M-121 is a beta-lactamase found in
CTX-M-121 50 Escherichia coli Escherichia coli
CTX-M-113 is a beta-lactamase found in Shigella
CTX-M-113 50 Shigella sp. SH284 spp.
CTX-M-67 50 Escherichia coli From the Lahey list of beta-lactamases.
CTX-M-160 50 Escherichia coli From the Lahey list of beta-lactamases.
Salmonella enterica subsp. | CTX-M-84 is a beta-lactamase found in
CTX-M-84 50 enterica serovar Derby Salmonella enterica




CTX-M-17 is a beta-lactamase found in Klebsiella
CTX-M-17 50 Klebsiella pneumoniae pneumoniae

CTX-M-14 is a beta-lactamase found in the
CTX-M-14 50 Escherichia coli Enterobacteriaceae family

CTX-M-50 is a beta-lactamase found in the
CTX-M-50 50 Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae family

Salmonella enterica subsp. | CTX-M-86 is a beta-lactamase found in

CTX-M-86 50 enterica serovar Agona Salmonella enterica

CTX-M-112 is a beta-lactamase found in Shigella
CTX-M-112 50 Shigella sp. SH257 spp.

FONA-6 is a class A beta-lactamase gene found
FONA-6 50 Serratia fonticola in Serratia fonticola.

*ExPasy BLAST

87.6% Protein Identity

penP: Beta-lactamase. Belongs to the class-A beta-lactamase family.

Herbaspirillum seropedicae (strain SmR1)

Nucleotide:

HerbaspirillumSmR1 betalactamaseA

XVi

84.28% identity
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