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| denne oppgaven ble det utfert analyse av E. coli ved hjelp av MLST. Det ble analysert og
kvalitetssikret ved hjelp av endepunkts PCR og gelelektroforese. Det var gnskelig a se pa
hvilke sekvenseringstyper og genotyper det fantes av E. coli fra naerliggende vannkilder, og

hva som kunne vere kilden til bakteriene.
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Sammendrag

Escherichia coli er en gram negativ, fakultativt anaerob stavbakterie i Enterobacteriaceae
familien. E. coli lever i symbiose med mennesker og andre pattedyr i deres gastrointestinale
systemer, og er en opportunistisk patogen bakterie.

Urinveisinfeksjon, sepsis og diarésykdom er tre klassiske kliniske sykdommer som E. coli

kan forarsake.

8 renkultur praver av E. coli ble rekultivert pa koliform kromogent vekstmedium. DNA fra E.
coli ble isolert, 7 husholdningsgen ble amplifisert med PCR. Amplikonene ble kvalitetssikret
ved hjelp av seperasjon pa gelelektroferese. Prgvene ble sendt til Eurofins (Ebersberg i
Tyskland) for sekvensering. Sekvensene dannet grunnlag for genotyping med MLST metode.
MLST 7 gene Achtman scheme sammenlikner alleltypene til 7 husholdningsgener, og
kombinasjon av disse allelene gir prgven en sekvenstype. De ulike sekvenstypene ble
sammenlignet med E. coli MLST databasen som inneholder et stort antall eksisterende
sekvenstyper. 7 av prgvene og tilhgrende epidemiologiske data fantes i databasen, mens
sekvenstypen til 1 prgve er ny og kun nermeste lignende sekvenstype er identifisert.
Databasen viser hvilke reservoar de andre prevene er funnet i, hvilke land og hvilket miljg. |
databasen kan man ogsa finne ut om sekvenstypen er patogen. Sammenligningen gir en
indikasjon pa sekvenstypenes opprinnelse og den potensielle kontaminasjonen av

drikkevannskilden som E. coli stammene er kultivert fra.

Analyse av sekvens, fylogenetiske treer og statistiske analyser indikerte en lav grad av
polymorfisme i genene. Det viste ogsa at pravene er isolert tidligere fra blant annet dyr, jord,
kloakk og humane kilder. Funn av E. coli i Brusdalsvatnet indikerer kontaminasjon av

avfaring fra mennesker eller dyr.



Adhesjon: Betegnelse for molekyler attraksjon i kontaktflater (Henge sammen eller klistre).
Allel: En variant form av et gitt gen.

Antigen: Et molekyl eller stoff som har evne til a fremkalle en immunrespons.

Amplikon: En bit av DNA/RNA som er et produkt av amplifikasjon eller replikasjon.
Autoklave: en metode for a sterilisere utstyr ved trykkoking.

Enterocytter: Epitelceller i tarm.

Enzym: Protein som katalyserer en biologisk reaksjon i en levende organisme.

Fenotype: Egenskaper hos individ som uttrykkes.

Fidelitet: Refererer til hvor presis polymerasen er til a sette inn rett base under PCR.

Fimbrier: Tradformede proteinutlgpere pa en bakterie sin overflate.
Flagell: Lang, bevegelig proteintrad som gjer at bakterier kan bevege seg.
Fosforylering: Tilsetting av en fosfatgruppe til et organisk molekyl.

Fylogenetisk tre: Evolusjoner slektskap mellom organismer.

Genotype: Hvilke gener og genvarianter en organisme bestar av.

Homologi: Gener som kommer fra en felles stamfar.

introgression: overfgring av genetisk materiale mellom en art til en annen, pa grunn av
hybridisering mellom dem.

Kultivering: dyrking av bakterier, ofte renkultur.

Nitrogenbaser: Fire ulike som brukes i DNA: adenin, guanin, cytosin og tymin.
Nukleotider: Byggesteiner i DNA. Bestar av en nitrogenbase koblet pa et sukkermolekyl og
en fosfatgruppe.

Nutrient broth: Naering som bakterier bruker for a vokse i flytende medium.

Patogen: Sykdomsfremkallende agens.

PCR: Polymerase chain reaction, en metode for & amplifisere et spesifikt gen.

Primer: Lite DNA fragment som trengs for a indusere syntese av DNA.

Primerdimer: Biprodukt i PCR, forekommer nar primermolekyler hybridiserer.

Salmon Gal: kromogent stoff som avgir farge nar det klgyves av spesifikke enzymer.
Serotype: Variasjon innen en art.

Symbiose: Tett samliv mellom to ulike organismer, der begge partene tjener pa forholdet.
TAE-buffer: En buffer som brukes til gelelektroforese.

Tag-Polymerase: Varmestabilt enzym som katalyserer syntesen av et DNA molekyl.
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1. Introduksjon

1.1 Bakgrunn og Hensikt

Denne oppgaven ble valgt fordi deltakerne i gruppen hadde interesse for mikrobiologi og
genteknologi. En oppgave med en god mengde laboratoriearbeid var ogsa attraktivt.
Formalet med oppgaven var genotyping av Escherichia coli kultivert fra ravann, for a
sammenlikne genotypene med enterodatabasen. Dette gir en indikasjon pa om de er funnet
andre steder, hvilke reservoar de er funnet i og om de er patogene. E. coli er svert relevant
bade som modellorganisme innen genteknologi, men ogsa innenfor klinisk og diagnostisk
mikrobiologi. E. coli er en av de oftest brukte mikroorganismene for a beskrive vannkvalitet i
forhold til naerliggende miljg. E. coli kontaminasjon i vann kan fgre til alvorlig sykdom og
eventuelt dgd, det er derfor viktig med en kontinuerlig overvakning og videre forskning for a

forbedre vannkvalitet og vannsikkerhet.

1.2 Problemstilling

MLST genotyping av husholdningsgener til Escherichia coli kultivert fra ravann.

Delmal:

Er sekvenstypene funnet fgr?

Hvilken informasjon finnes om sekvenstypene som er funnet far?
Kan de veere patogene?

Kan man indikere kilden til kontaminasjonen?



2. Teori

2.1 Escherichia coli

Eschericichia coli er en gram negativ fakultativt anaerob stavbakterie i Enterobacteriaceae
familien. Alle pattedyr har E. coli i sin normalflora i det gastrointestinale systemet og
koloniserer tarmen bare timer etter fgdselen. E. coli vokser best pa et mangfold av mono- og
disakkarider, og aminosyrer som inngar i sitronsyre-syklusen. E. coli har derimot problemer
med & vokse pd komplekse karbohydrater pa grunn av mangel pa essensielle enzymer (1).
Mennesker og E. coli lever som oftest i symbiose. Det er store mengder litteratur pa temaet,
men det er fortsatt ikke helt forstatt hvordan og hvorfor symbiosen er sa vellykket. En
hypotese er at E. coli utnytter evnen sin til & bruke glukonat bedre enn andre bakterier, som

gir bakterien en metabolsk nisje (2).

E. coli har en delingstid pa 20 minutter under optimale forhold og er opportunistisk patogen.
Den smitter oftest igjennom kontaminert mat og vann, eller i en immunsvekket vert. Det er 3
generelle kliniske sykdommer som ofte oppstar ved infeksjon av patogene E. coli stammer.

Det er urinveisinfeksjon, sepsis/meningitt og diaré-sykdom (3).

10
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Figur 1 (A-F) viser hvordan de ulike patogene E. coli kategorier kan forasake diarésykdom.
Det er vanlig & henvise til 6 forskjellige metoder patogene E. coli kan framkalle sykdom i en
normal og frisk vert. Alle har unike mekanismer de bruker for a infisere entrocyttene i
tarmen. Merk at disse forklaringene er fra studier gjort in vitro og kan veere annerledes ved en
menneskelig infeksjon. Identifikasjon av spesifikke virulensfaktorer og serotyping er de
vanligste metodene for klassifisering av ulike patogene stammer (4).

Bruk av serotyping blir sett pa som gullstandarden for klassifisering av E. coli.
Ytermembranen til E. coli er fylt med lipopolysakkarider. Disse bestar av lipid A, kjerne
oligopolysakkarider og O-antigen. Klassifiseringen gjgres pa grunnlag av overflateantigene,
der man ser pa O-antigen, H-antigen (flageller) og K-antigen (kapsel).

E. coli kan veare bevegelige eller stasjonzre, med flageller i alle retninger. Mangel pa H-
antigen gjer bakterien nonmotile. Det er foreslatt 180 O-, 60H- og 80K-antigener. Hvert O-
antigen har en egen serogruppe, og kombinasjonen av ulike O, - og H antigener definerer

serotypen (5).

Enterotoksigene E. coli: Finnes to typer enterotoksiner, varme stabile (ST) og varme

labile (LT). ETEC adherer til enterocyttene i tynntarmen ved hjelp av fimbrier pa overflaten
til bakterien og avgir enterotoxiner. Disse vil bli tatt opp av tarmcellene og under biokjemiske
reaksjoner fare til gkt klorutskillelse og hemme natrium opptak. Dette gjgr at vann kommer

ut i tarmen grunnet osmose. Dette kan gi vandig diaré, ofte kjent som turistdiaré (figur 1-A).

11



Enterohemoragiske E. coli: EHEC utrykker shigatoksiner (Stx) som kan gi livstruende

komplikasjoner som hemolytisk uremisk syndrom, trombocytopeni og akutt renalsvikt.
Bakterien vil feste seg i enterocyttene i tykktarmen og gdelegge overflaten til mikrovilliene.
Dette gjer at det dannes en slags plattform som bakterien fester seg opp pa. Dette kan ogsa

danne lesjoner som kan gi blodig diaré (figur 1-B).

Enteraggregative E. coli: Patogenesen av EAEC er ikke helt forstatt, men det innebaerer

binding og aggregering i mucosa i tarmen. En hypotese er at bakteriene gker
slimproduksjonen slik at en biofilm kan dannes. Deretter vil cytotoksiner bli frigjort som

forarsaker skade pa tarmcellene og kan dermed gi vedvarende diaré (figur 1-C).

Diffusely adherent E. coli: Det er lite som er visst om DAEC sin patogene effekt til &

frambringe diaré, men disse stammene blir definert av mgnsteret av «diffuse adherence»
(DA) som dekker hele celleoverflaten og skaper en slags elongering av cellen kalt

“embedding” slik som pa figur 1-D. Kan gi vandig diaré.

Enteropatogene E. coli: EPEC bindes til cellene i tarmen og utrykker proteiner som bryter

ned mikrovilliene i nseromradet. Proteinene som bakterien utrykker vil vandre inn i cellen og
danne kompleks som proteinet intimin kan bindes til. Videre vil bakterien interferere med

cellens cytoskjelett og fosforylere celleproteiner (figur 1-E).

Enteroinvasive E. coli: EIEC har patogene egenskaper som er nzr identiske med Shigella

spp. Bakterien blir tatt inn i cellen der en utskiller endotoksiner og deler seg i cellens
cytoplasma. EIEC kan spre seg videre ved a infisere nabocellene til den infiserte tarmcellen
(figur 1-F) (3).

Siden E. coli har sa stor genomisk variabilitet kan bakterien overleve og lykkes i mange ulike
omgivelser. Pa grunn av disse egenskapene er E. coli en god bakterie a studere for forstaelse
av tilpasning og evolusjonzr utvikling av mikroorganismer, bade for kommersielle og

patogene stammer (6).
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2.2 E. coli og koliforme bakterier i vann

Kvaliteten av vann er viktig for folkehelsen, og sykdom forarsaket av kontaminert vann er en
av verdens stgrste utfordringer. Rent vann og gode saniterforhold er et av FNs 17
barekraftsmal for en bedre verden. Hgy prevalens av fekal kontaminert drikkevann korrelerer
til gkt risiko for infeksjon av diaréskapende patogene bakterier. Tilstedeveerelsen av E. coli,
total og fekale koliforme bakterier i vann er en av de beste metodene for testing av
avfaringsforurensning i drikkevann. Grunnen er at E. coli som beskrevet over lever som
normalflora i gastrointestinale system hos alle pattedyr, og finnes dermed i avfaringen deres.
E. coli vokser godt i tarmen til pattedyr, men betydelig darligere utenfor det gastrointestinale
systemet, noe som farer til at funn av E. coli i drikkevann kan tyde pa fersk forurensning av
feces. Kontaminasjonen kan komme fra ville dyr, nerliggende menneskelig aktivitet,
avlgpsvann fra oppdrett av dyr eller noe enda mer alvorlig som en kloakklekkasje (7).
Dersom samme sekvenstype av E. coli er funnet fra flere kilder, eksempelvis bade storfe og
mennesker, er den ikke passende til & konkludere spesifikt hva som er kilden i det gitte
tilfellet. E. coli har lav vertspesifisitet og replikerer i miljget. E. coli har ogsa bade geografisk

og temporal varibilitet (8).

2.3 Kultivering av E. coli

E. coli vokser best i varmestabile forhold og kan vokse bade med og uten oksygen. Bakterien
kan ogsa leve i flere maneder utenfor kroppen, som i jord under tgffe forhold. Dette gjer det
lett & kultivere E. coli (9).

Det finnes mange metoder, men koliforme kromogene agarskaler (CCA). utnytter forskjellige
enzymer som ulike bakterier har. Koliforme bakterier inneholder et enzym kalt D-
galaktosidase, som klgyver salmon GAL. Dette gir en fargeforandring pa skalen. E. coli
inneholder ogsa D-glucuronidase, som klgyver kromogent X-glucuronide. Det er dette som E.
coli sin karakteristiske mark bla/fiolett farge. Skalene har gunstige vekstforhold for

koliforme bakterier med rett konsentrasjon natriumklorid for optimalt (10).
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2.4 Multilocus sekvens typing (MLST)

MLST er en metode for a identifisere isolater av bakterielle arter ved & bruke DNA-
fragmenter av flere ulike husholdningsgener. Disse genene er vanligvis 450-550 basepar
lange og gjer det mulig & lage amplikon som kan sekvenseres. For hvert husholdningsgen kan
de ulike bakteriestammene ha nukleotidvariasjon. Disse kan utgis som spesifikke alleler og
kan dermed fa en spesifikk allele-profil og totalt utgjer allelprofilene en sekvenstype. MLST

blir brukt i epidemiologiske studier for a falge et patogen sin vandring i en populasjon.

Dyrke bakterier

Isolere DNA

Gel elektroforese

MLST

Figur 2: Workflow for MLST. Figur viser de ulike trinnene som utfgres for & gjore MLST
genotyping. DNA blir isolert fra bakterier. Malgener blir amplifisert med PCR. Produkter fra
PCR kvalitetssikres far de sekvenseres og kan bli analysert videre med bioinformatiske

verktay.

Husholdningsgener koder for proteiner som er fundamentale for metabolske funksjoner og er
dermed essensielle for cellens funksjoner. De blir transkribert kontinuerlig. Mutasjoner skjer i

mindre grad i husholdningsgener enn i andre gener. Dette gir tilstrekkelig grunnlag til
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bakterietyping. En stor fordel med MLST er at data fra sekvenseringen kan bli funnet pa
internett gratis, som dermed gir en virtuell database med ngyaktig og rask sammenlikning av
stammer fra hele verden. Dette gjgr MLST til en relativt billig og skalerbar metode for
nukleotidsekvensering som er reproduserbar og overfgrbar mellom ulike laboratorier (11, 12).

MLST analyse av E. coli bruker Achtman 7 gene MLST, og disse genene er:

e adk (adenlyate kinase)

e fumC (fumarate hydratase)

e gyrB (DNA gyrase)

e icd (isocitrate/isopropylmalate dehydrogenase)
e mdh (malate dehydrogenase)

e purA (adenylosuccinate dehydrogenase)

e recA (ATP/GTP binding motif)

Man kan bruke sekvenseringsdata fra MLST til & sammenligne sekvenser. Fylogeni kan kun
studeres med gener som har homologi. Fylogenetiske analyser estimerer evolusjonare
forandringer i et antall sekvenser over et sett av mange homologe gener.

Fylogenetiske traer er et diagram som indikerer evolusjonert slektskap mellom organismer.
For bakterier blir disse treerne laget pa grunnlag av utvalgte DNA-sekvenser. Et fylogenetisk
tre inneholder forgreninger og linjer, forgreninger viser hvor de to skiller lag og lengden pa

linjene sier noe om forskjellen mellom organismene (13).

PCR brukes vanligvis til amplifikasjonen av de genene man skal analysere ved MLST. PCR
er et sensitivt enzymatisk assay som amplifiserer et spesifikt DNA-fragment, i en kompleks
blanding av DNA-fragmenter. PCR kan brukes til amplifikasjon av DNA fra ulike vev eller
organismer, blant annet mikroorganismer. Hvert PCR assay krever tilstedeverelse av

templat-DNA, primere, nukleotider og DNA-polymerase (14).

15



2.4.1 Kvalitetskontroll

En gelelektroforese brukes for a kvalitetssikre produktet. Gelelektroforese er en av de
vanligste og mest effektive metodene for a separere DNA. Seperasjonen er avhengig av
molekylets starrelse, ladning og form, men type buffer som brukes og konsentrasjon av
agarose Vil ogsa pavirke vandringshastigeten. Fragmentene vil danne et amplikon som kan
tolkes og si hvor mange basepar fragmentet har. Gelen er tilsatt Gelred, som festes til DNA
og vil gjere amplikon synlige under UV-lys. Det finnes flere metoder for gelelektroferese,
bade konvensjonell agarosegel og ferdige system, som for eksempel E-Gel (15).

E-Gel® SizeSelect™ 2% pre-cast agarose gel er designet for ekstraksjon av malamplikon
som skal brukes videre i sekvensering. Gelen inneholder to rader med brgnner. | gverste
brgnn pipetterer man prgver. Nar amplikon fra prgven har nadd de nederste brgnnene kan de
pipetteres ut. Dersom man er usikker pa bandlengdene eller har mange amplikon kan man
bruke en DNA-ladder. Dette muliggjer ekstraksjon av akkurat det amplikonet som skal
viderebehandles, og man unngar eventuelle interfererende amplikon. E-Gel inneholder en
proprietar fluorescerende nukleinsyre probe som kan visualiseres med UV-lys/ Blatt lys
transilluminator (eksitering/ emisjon ved 490/522 nm). Gelen inneholder en proprietaer
fluorescerende nukleinsyre probe som kan visualiseres med blue light transilluminator
(eksitering/ emisjon ved 490/522 nm) (16). Gelen inneholder SYBR® Gold som er den mest
sensitive molekylare proben tilgjengelig for deteksjon av enkelt og dobbelttradet RNA/DNA
i elektroforese gel (17).

2.5 Bioinformatiske verktay

Enterobase er et bioinformatisk verktgy og en database for analysering og visualisering av
genetisk variasjon i enterobacteriaceae familien, og spesielt for E. coli og Salmonella.
Enterobase benytter ENTEROTOOLS, et sett med modulere, webbaserte verktgy som er
kompatible med navaerende og fremtidens sekvenseringsteknikker, som 7-gen MLST og hel-

genomsekvensering (18).

MEGA X, eller Molecular Evolutionary Genetics Analysis er et bioinformatisk verktgy som

kan brukes til & analysere fylogeni og statistiske analyser av molekylar evolusjon. MEGA X
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er tilgjengelige i to grensesnitt, grafisk eller kommandolinje. Bruk av statistiske metoder som
Tajima’s D neutrality test kan gjeres for & se om DNA-sekvensene sin evolusjon er helt
tilfeldig eller om det skyldes faktorer som introgression eller demografisk ekspansjon.
Resultatene for Tajima’s D neutrality test kan si om frekvensen av polyformisme er hgy eller

Iav (1_91 E)'
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3. Materiale og metode

3.1 Bakteriekulturer og kultivering

8 praver ble rekultivert fra renkultur, som i 2017 ble ekstrahert ved bruk av membran
filtrering fra ravann. Pravene har deretter blitt dyrket og lagret kjeglig far de ble rekultivert pa
flytende medium og overfgrt pa Koliform kromogen agarskal (VWR, Belgia), vedlegg 1B
viser tekniske data om medium benyttet.

Nutrient broth (Merck, Tyskland) ble laget ved a ta 8 g nutrient broth blandet i en liter
dobbeldestillert vann. Glassrer ble fylt med 10 mL nutrient broth og rar ble merket. Rgrene
og stativet ble autoklavert for bruk.

Ved hjelp av aseptisk teknikk ble kolonier overfart med 10 uL kalibrert gse. Rgrene ble
inkubert ved 37 °C i 18-24 timer.

3.2 Isolering av DNA

DNA ble isolert ved bruk av DNeasy blood and tissue spinnkolonner kit (Qiagen GmbH,
Tyskland). Standard prosedyre ble modifisert (vedlegg 2).

| de 8 Prgvene som vokste pa CCA skalene ble DNA isolert og det isolerte DNAet ble
benyttet videre som DNA-templat.

3.3 PCR

Tabell 1: primere til MLST genotyping. Det er brukt 7 primerpar, en reverse og en forward
for hvert av de 7 husholdningsgenene til E. coli. Lengden pa det ferdige amplikonet er oppgitt

med lengde pa primere benyttet.

Primer | Sekvens (5’ - 3”) Primer lengde | Allellengde | Produsent
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adkF ATTCTG CTT GGC GCT 20 536 bp Thermo

CCG GG Fisher
(T.F

adkR CCGTCAACTTTC GCG 20 536 bp T.F
TATTT

fumCF | TCA CAG GTC GCC AGC 20 469 bp T.F
GCTTC

fumCR | GTA CGC AGC GAA AAA |20 469 bp T.F
GATTC

gyrBF | TCG GCG ACA CGG ATG 20 460 bp T.F
ACG GC

gyrBR | ATC AGG CCT TCA CGC 20 460 bp T.F
GCATC

icd F ATG GAA AGT AAA GTA 29 518 bp T.F
GTT GTT CCG GCA CA

icd R GGA CGC AGC AGG ATC |19 518 bp T.F
TGTT

mdhF | ATG AAA GTC GCA GTC 32 452 bp T.F
CTC GGC GCT GCT GGC
GGG GG

mdhR |[TTA ACG AAC TCC TGC 35 452 bp T.F
CCC AGA GCG ATATCT
TTCTT

purAF | CGC GCT GAT GAAAGA (20 478 bp T.F

GAT GA
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purAR [ CAT ACG GTAAGCCAC |20 478 bp T.F
GCA GA

recA F [CGCATTCGCTTT ACC 21 510 bp T.F
CTG ACC

recCAR | TCT CGATCAGCT TCT 20 510 bp T.F
CTTTT

Stocklgsninger pa 100 uM ble fortynnet til brukslgsninger med en konsentrasjon pa 10uM.

(5 L stock lgsning + 45 uL ddH20). Alle 14 rar ble deretter sentrifugert i 1 minutt pa
minispin sentrifuge. Mastermix til totalt 10 reaksjoner ble laget til hvert av de syv
husholdningsgenene i henhold til tabell 1, for de tre farste PCR amplifikasjonene og tabell 2
for fglgende. Prgvene og mastermix ble tilsatt i PCR strips. Negative kontroller ble inkludert i

alle analyseserier.

Tabell 2: Mastermix oppskrift 1 viser hva som blir tilsatt mastermix.

Reagens Volum
Tagq DNApolymerase mastermix (VWR, 100 pL
Danmark)

Primer F (brukslasning) 3,75 uL
Primer R (brukslgsning) 3,75 pL
nukleasefritt vann 62,5 pL
Sum volum 170 pL

Til hvert PCR-rar ble det tilsatt 17 ul mastermiks og 3 ul DNA-templat (fra DNeasy).
Til negativ kontroll ble det tilsatt 17 ul mastermiks og 3 ul nukleasefritt vann (Qiagen GmbH,
Tyskland).

Totalt volum i hvert rar skulle vere 20 pL.
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Tabell 3: Mastermix oppskrift 2 viser hva som blir tilsatt mastermix.

Reagens Volum
polymerase mastermix (Eurogentek) 125 pL
Primer F 12,5 L
Primer R 12,5 puL
nukleasefritt vann 70 pL
Sum volum 220 uL

Til hvert PCR-ror ble det tilsatt 22 pL mastermiks + 3 uL DNA-templat (fra DNeasy).

Til negativ kontroll ble det tilsatt 22 pL mastermiks + 3 pL nukleasefritt vann.

Totalt volum i hvert rar skulle veere 25 pL.

Amplifikasjonen ble gjennomfgrt ved fglgende temperatur og tid.

Hva Initiering av | Denaturering | Annealing | Elongering | Avsluttende
denaturering elongering

Temperatur | 95 °C 95 °C 56 °C 72 °C 72 °C 4°C

tid 10 min 1 min 1 min 1 min 7 0

Antall 1 35 35 35 2

holds/

sykluser

PCR-produkt ble stdende pé 4 °C i instrument til det ble satt i kjgleskap eller separert pa

gelelektroforese.

3.4 Kvalitetssikring

TAE buffer konsentrat 50X (Thermo Fisher, Litauen) ble fortynnet i dobbelt destillert vann
1:50 i batcher pa 2,5L (2450mL dobbel destillert vann og 50 mL TAE 50x).
Agarosegel ble laget med 1,8 g agarose pulver (Lonza, USA) blandet med 80 mL TAE-buffer
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1x i en erlenmeyerkolbe, som ble varmet pa full effekt i mikrobglgeovn i 2-3 minutter til
Igsningen ble helt opplast. Det ble sa tilsatt 2 pL Gelred (Biotium, USA) til agarosen.
Elektroferesekaret ble tilsatt to kammer hver med 14 brgnner. Nar agaroselgsningen nadde
60-65 °C ble det overfort til elektroforesekaret.

2 UL PCR produkt/negativ kontroll ble tilsatt i sterile PCR-strips og tilfgrt 1 pL loading dye
(Biorad), 2 UL av dette ble tilsatt i brenner pa agarosegelen. For analyse 3-8 ble 2 pL
produkt/negativ kontroll tilsatt direkte i gelen, ettersom den inneholdt loading dye.
Elektroforese ble utfgrt 5 minutt pa 50V etterfulgt av 45 minutt pa 100V.

Etter seperasjon ble ChemiDoc™ Imaging Systems (vedlegg 5) brukt til & ta bilde av gel.
Alle brgnner tilsatt mastermix og DNA-templat fungerte som positiv kontroll, og mastermiks

tilsatt nukleasefritt vann fungerte som negativ kontroll.

3.5 E-Gel

For pragver der det var vanskelig a skille de ulike amplikonene ved hjelp av agarose gel, ble
det benyttet E-Gel Ibase Power system med tilhgrende E-Gel EX 2% agarose gel (Invitrogen,
Israel). Det ble pipettert 20 pL PCR produkt i brgnn 1 til 8 i gverste delen av gel. Til alle

resterende brgnner ble det pipettert 20 pL nukleasefritt vann.

Program-9 ble brukt som kjarer spenning over gel i 20 minutt og er lagd for 2% gel. Det ble
alltid benyttet et > Amber-filter’> over E-gel Ibase for & begrense UV-straling. Etter rundt 15
minutter ble UV-lampen skrudd pa for & observere vandringslengden. UV-lampe ble benyttet
pa amplikon minst mulig ettersom UV-straling degraderer DNA.

Nar amplikonene hadde nadd brgnnlinje 2 ble de pipettert ut og overfart i ny PCR-strips.
Amplikonene ble hentet ut etter ca. 30 minutt kjering.

3.6 Bioinformatikk

MEGA X ble benyttet for a analysere sekvenser fra Eurofins.

Programmer som ble benyttet:

e Edit/build allignment
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e Construct/test neighbor-joining tree

o Tajima’s test of neutrality

3.7 Enterobase

Enterobase ble brukt for & sammenligne tidligere funn av samme E. coli typer og hvor de ble
funnet. Databasen for Escherichia/Shigella ble brukt. Ved a trykke pa Find ST(s) kan man
sgke pa bade alleler og ST. Det ble brukt Achtman 7 gene MLST scheme i denne oppgaven.
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4. Resultat

4.1 Dyrking, PCR og Kvalitetssikring

8 praver ble kultivert, bade i flytende medium og pa CCA-skaler. DNAet ble isolert og dette
ble brukt videre i PCR. Det ble utfart PCR av alle de 8 prevene som ble isolert, videre ble de
amplifiserte prgvene overfart til agarosegel som fungerer som en kvalitetssikring. For
amplikon der det var vanskelig a fa tydelige og gode positive resultat, ble det utfert E-gel for
ekstraksjon av rett amplikon. Dette ble utfert til alle prgver hadde amplikon for alle 7

husholdningsgenene.

For mdh ble produktet overfert og kjert pa E-Gel. Amplikonene er tydelig for alle 8 praver
(bilde 1). Produkt som gav beste amplikon for recA ble Kjart i duplikat (bilde 2). For adk og
fumC viste seperasjonen at det var krysskontaminasjon (vedlegg 7 — bilde 3), samme produkt
ble kjgrt pa nytt og her var det ikke krysskontaminasjon (vedlegg 7 — bilde 4). Resultatet av
seperasjonen for icd og purA er vist i vedlegg 7 - bilde 15, og en kvalitetssikring av amplikon
for alle icd og purA amplikon er vist i vedlegg 7 — bilde 16. Tilslutt viser vedlegg 7 — bilde 27
resultatet for gyrB som ble separert og ekstrahert fra E-gel.

Bilde 1: Viser mdh amplikoner fra analyse 1 pa E-gel. Ble tidligere separert pa agarosegel

som var stgpt pa lab, som ikke ble optimal.
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recA

Bilde 2: recA som ble kjert i duplikat. Nytt primerset benyttet, 1,5mM MgCl2, mastermix 2.

4.2 MLST

Av de 8 prgvene som ble analysert med MLST var 7 av de kjente sekvenstyper og 1 var en
helt ny. De 7 tidligere kjente sekvenstypene hadde 100% treff pa alle husholdningsgen og
kunne videre behandles igjennom Enterobase sine databaser (Tabell 4). Resultatene viser at
sekvenseringen av husholdningsgenene er identiske hos preve 1 & 6, prove 4 & 8 og hos
prave 3 & 7 (figur 3). Sekvenserte stammer med samme sekvenstype er tidligere funnet i
avfaring fra pattedyr og fugler, matvarer og i naturen. Alle allelene hadde negativt resultat for

Tajima’s D neutrality test, som indikerer en lav grad av polymorfisme i genene.

Tabell 4: viser hvilke sekvenstyper de ulike pravene hadde og hvilke allelvariasjoner som
tilsvarer disse sekvenstypene. Det ble brukt Achtman 7 gene MLST for & finne ut
sekvenstypen. Alle prgvene bortsett fra prave 2 hadde 100% treff pa alle gen. Prgve 2 hadde

5 nye allelvarianter og 2 ufullkomne treff.
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1 2 3 4 5 6 7 8
Adk 137 | 888, 10 1 35 137 10 1
fumC 4 721 |11 107 |50 4 11 107
gyrB 5 796* | 4 7 22 5 4 7
icd 26 | 1027, |8 11 |49 26 8 11
mdh 7 797 |8 7 37 7 8 7
purA 13 [ 147* |8 3 41 13 8 3
recA 6 659 | 128 |7 191 6 128 7
Sekvenstype | 6691 | Ukjent | 1060 | 401 | 5748 | 6691 | 1060 | 401
(9205)

* betyr ny allel, sekvenstype gitt kan indikere nermeste kjente sekvenstype.
a/b betyr ufullkommen treff, sekvenstype gitt kan ikke stoles pa.

Tabell 5 - Selection: statistisk beskrivelse av resultat.

Tajima’s D er en statistisk genetisk populasjonstest. Meningen med testen er & skille om en

DNA-sekvens utvikler seg «ngytralt» eller under en ikke-tilfeldig prosess. Tajima’s D blir

utregnet som forskjellen mellom to malinger av genetisk variasjon, gjennomsnittet av parvise

differanser og antall segregerende omrader. Disse verdiene er justert slik verdiene er like i en

populasjon som har ngytral evolusjon.

Gen m S Ps (0] /4 D

adk 8 22 0.041045 | 0.015830 0.014792 | -0.342986
fumC 8 56 0.104478 0.040294 0.038513 -0.238464
gyrB 8 19 0.035448 0.013671 0.010461 -1.219108
icd 8 82 0.152985 | 0.059003 0.047841 | -1.026880
mdh 8 44 0.082090 0.031660 0.023121 -1.446621
purA 8 11 0.020522 0.007915 0.007862 -0.033124
recA 8 19 0.035448 | 0.013671 0.010794 | -1.092590

S beskriver hvor mange steder de ulike prgvene har en variasjon pa samme plass i genet.

(segregerende omrader)

ps = er en variabel brukt til utrekning av nukleotid mangfold
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O= forventet verdi for z
7= Nukleotid mangfold er en maling pa genetisk variasjon og graden av alternative fenotyper

i en populasjon.
D=Tajima test statistic.

| pri

pré

| prd

pr8

pro

| pr3

pr7

pr2

0.0050

Figur 3 viser fylogenetisk tre av alle prgvene. Den evolusjongre historien ble utledet ved
bruk av Neighbor-joining method. Treet med gren lengde=0.0843870 er vist. Evolusjonar
distanse ble kalkulert ved bruk av The maximum Composite Likelihood method.

Grenene representerer evolusjoner historie, der grenlengden representerer tid.

Nodene er der grenene samles og representerer felles stamfedre.
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5. Diskusjon

Alle prgver benyttet i prosjektet ble kontrollert og rendyrket nar de ble ekstrahert fra
Brusdalsvatnet. Alle E. coli stammer var farst isolert i 2017 og dyrket til renkultur pa CCA
medium. Amplikon fra de ulike husholdningsgenene ligger mellom 452-536 basepar.
Dannelsen av primerdimere kan fgre til at man far flere amplikon i gelen, men primerdimere
er mye mindre enn produktlengden til de ulike husholdningsgenene. | denne sammenhengen
har ikke primerdimere noe innvirkning pa sekvenseringen av amplikon, men indikerer at PCR

metoden ikke er optimal.

Far prevene ble sekvensert var det viktig at alle de 7 husholdningsgenene hadde amplikon, at
det ikke var doble eller uspesifikke produkt og at negativ kontroll var negativ. En
kvalitetssikring av alle amplikon ble utfart, der samme PCR-produkt ble overfart pa en ny
gel. Hvis amplikon var uspesifikke kunne det tyde pa lite optimal PCR metode eller
forurensede reagens. Ved falsk negativ kontroll kunne det veere at det nukleasefrie vannet
eller mastermix var kontaminert, som medfgrte at hele serien ble forkastet.

For Sanger sekvensering er det viktig at det ikke er flere amplikon i prgven. Ved
tilstedevarelse av flere amplikon av ulik sterrelse ble E-gel brukt for a ekstrahere ut
malamplikon for husholdningsgen.

adk og fumC fra analyse 2 — Amplikon fra forste analyse forekommer det
krysskontaminasjon, amplikon er ikke velavgrenset og ulike prgver har kontaminert ulike
branner (vedlegg 7 - bilde 3). Ettersom krysskontaminasjonen har skjedd i agarosegelen er
PCR produktet ikke pavirket og kunne brukes videre. For & vere sikker pa at amplikon var
korrekt ble kvalitetskontroll utfart, her ble amplikon bra (vedlegg 7 - bilde 4). Dette indikerer
videre at det faktisk var krysskontaminasjon under tilfering av praver til brgnnene (vedlegg
7- bilde 3).

icd og purA fra analyse 3 — Amplikon tydelige for p1-p3 bade pa icd og purA (vedlegg 7 -
bilde 15). Under analyse 3 ble det utfart gelelektroforese for preve 1-3 pa hvert

husholdningsgen, for a se hvilke som hadde blitt amplifisert. kvalitetssikring av prave 1-8
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bade for icd og purA ble gjort ettersom de hadde fine resultat. Resultatene sammensvarte ved
to ulike gelelektroforeser. Vedlegg 7 - bilde 16 viser kvalitetskontroll for icd og purA fra

analyse 3.

mdh fra analyse 1 — Viser dannelse av noe uspesifikke amplikon, spesielt for prgve 1
(vedlegg 7 - bilde 9). Derfor ble dette PCR produktet overfgrt og kjert pa E-gel. Pa E-gel ble
de tydeligste DNA-fragmentene av stgrrelse pa 452 basepar hentet ut og overfgrt til ny PCR-
strips (resultat - bilde 1). DNA-fragmentene tok lenger tid & separere enn det som var anbefalt
(Invitrogen). Produsenten anbefaler ikke a kjgre gel lenger enn 15 minutt ettersom agarosegel
kan «smelte». Det tok nermere 30 minutt far DNA-fragmentene nadde brenner der de kunne
ekstraheres. Fragmentene er store og spenningskilden kan ha nedsatt spenning som farer til
lengre vandringstid. Prave 8 viste ikke positivt resultat for mdh amplikonet pa noen av
analysene (vedlegg 7 - bilde 9, 12 og 20). Pa E-Gel var mdh amplikonet positivt ogsa for
prove 8 (resultat — bilde 1). Dette kan indikere at E-Gel er bedre pa a visualisere amplikon
ettersom det er en mer standardisert metode. E-Gel Size Select 2% inneholder SYBR™ Gold
Nucleic Acid Gel Stain, en sveert sensitiv molekyler probe. Agarose gel stgpt pa lab oppnar

ikke samme kvalitet.

gyrB fra analyse 5 — Viser uspesifikke amplikon, det er flere amplikon og amplikonene har
ulik vandringslengde (vedlegg 7 - bilde 18). Det kan vere arsaker som: uspesifikke primere,
konsentrasjon av MgCl,, PCR program ikke optimalisert; spesielt annealing tid og
temperatur. Ettersom amplikonene ble darlig pa agarosegel ble PCR produkt overfart og kjert
pa E-Gel. Amplikonene ble godt separert pa E-Gel, ogsa her matte E-Gel kjgres i 30 minutter
far amplikonene kunne hentes ut (vedlegg 7 - bilde 27).

Diverse andre geler er det uspesifikke amplikon/flere amplikon (vedlegg 7 — bilde 6, 10, 11,
12, 18, 19, 20, 21, 22 og 28 mangel pa amplikon (vedlegg 7 — bilde 8, 13, 21, 23, 24, 25 og
29) eller kontaminering (vedlegg 7 — bilde 14 og 26) som har bidratt til at produkt har blitt

forkastet.

recA — Mange analyser ble negative eller fikk sveert uspesifikke amplikon (vedlegg 7 bilde
13,15,17,18). Ulike temperaturer pa annealing, og ulik konsentrasjon av MgCl. ble ogsa
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prevd (vedlegg 7 bilde 10, 21, 22, 23, 24 og 25). Analysene indikerer at det farste
primersettet som ble benyttet, ikke fungerer optimalt for malamplikon. Ny brukslgsning ble

laget av en ny stocklgsning med annet primerkit; recA ble amplifisert (bilde 2).

For resultatene sin del fungerte fremgangsmate for PCR amplifikasjon og kvalitetskontroll.
Pa grunn av vanskeligheter med & fa gode malamplikon matte det flere geler til og det matte
lages flere serier PCR produkt for & fa amplikon som kunne brukes til Sanger sekvensering.
Selve tillagingen og kjering av agarosegel i elektroforesekaret er en manuell prosess
sammenlignet med E-Gel der agarosegel er produsert med standardiserte prosesser. E-Gel
matte brukes for & ekstrahere rett amplikon nar PCR amplifikasjon ikke var optimal.

MLST viste at preve 1 & 6, prove 4 & 8 og preve 3 & 7 var parvis identiske. Prgve 2 var den
som lignet minst pa de andre pravene. Bruk av Tajima’s test of neutrality viste en D<0, som
tyder pa overskudd av lav frekvens polymorfisme i forhold til den verdien av nukleotid
mangfold som var forventet. Dette indikerer at det har veert en populasjonsutvidelse,

eksempel ved en «populasjonsflaskehals».

Tidligere prgver av samme sekvenstype er funnet i avfgring er fra oppdrettsdyr, mennesker,
matvarer og fugler, men i tillegg i natur som i skog og pa matvarer. De er alle, bortsett fra
prave 2 funnet under rutineundersgkelse for folkehelsen i USA, Europa eller i asiatiske land.
Sekvenstype 1060 som prgve 3 og 7 var serotypet til 0124:K72 i 2014 som potensielt kan ha
en negativ effekt pa tarmens barriere og de strukturelle proteinene. Bakterien har evnen til &
redusere mucinutskillelsen, spesielt mucintypen Muc2. Det kan til slutt fere til at bakteriene
trenger igjennom den intestinale barrieren og dermed fare til sykdom (21). Den er ogsa blitt
typet til K-12 DH10B, som blir brukt til eksperiment av gen kloning.

Prave 4 og 8 har sekvenstype 401 og var serotypet i 2016 til 0O36:H35, som er en avian
patogenic E. coli, eller APEC. Denne infeksjonen gker dgdeligheten til fjeerkre, og spesielt
utsatt er kyllinger. Dette kan gi systemisk infeksjon (22).

Sekvenstype 5748 som prgve 5 var har blitt serotypet i 1976 til & veere 0149:H9. Det er ikke
mulig a konkludere hvor patogen serotypen er, siden det ikke finnes tilstrekkelig litteratur pa
ngyaktig denne serotypen. Tradisjonelt sett er O:H serotyping av overflate antigener pa E.
coli fundamentet i diagnostikk av patogene E. coli stammer. Serotypene 0124:K72, 036:H35
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og 0149:H9 har evnen til & indusere en immunrespons.

Sekvenstype 5748 som ble serotypet i 1976 har ogsa blitt funnet i USA de siste arene i tett
skog og vatmarker, totalt sekvensert 11 ganger. Dette kan tyde pa at stammen er noksa
prevalent og klarer & overleve relativt bra utenfor et gastrointestinalt system, men ikke er
veldig patogen.

Sekvenstype 1060 som prgve 3 og 7 er har derimot blitt sekvensert 234 ganger og er funnet i
land som Colombia, Japan, USA og diverse europeiske land.

Sekvenstype 401 har blitt sekvensert 59 ganger og funnet i de samme reservoarene som de
andre, men i tillegg har den ogsa blitt funnet i kloakk. Sekvenstypen er funnet tidligere i
USA, Europa og Tanzania.

Sekvenstype 6691 er tidligere funnet i USA i avfgring fra okse og i edellgvskog.

Prgve 2 er unik siden det er en ny type E. coli som ikke er sekvensert fgr. Fem av de sju
husholdningsgenene er til & ukjente alleler, og de to siste har ufullkomne treff. Neermeste
sekvenstype gitt er 9025, som er uthentet fra sediment i Hong Kong. Ut ifra det fylogenetiske
treet ser man at det er stor genetisk drift mellom prgve 2 og de andre prgvene som ble
analysert, men det viser at de fortsatt har en felles stamfar langt tilbake i tid. En mulighet kan
veere at dette ikke er E. coli, men en annen lignende bakterie i Enterobacteriaceae familien.
Eksempelvis har genomet til citrobacter og salmonella mange likheter med genomet til E.

coli. Denne prgven kunne vert interessant a utfgre helgenomssekvensering eller serotyping

o

pa.

Siden det er funnet E. coli i Brusdalsvatnet kan det tyde pa at vannet ble kontaminert av feces
fra enten mennesker eller dyr. Det er ikke usannsynlig at dyr som er i ngrheten av vannet kan
forurense vannet via avfgring. Det er mange husstander rett ved kanten av vannet flere
plasser, spesielt nordsiden er det bade hus og gardsdrift. Blant sekvenserte praver pa
Enterobase med samme sekvenstype er det flere som er resistente mot antibiotika og noen av
de samme sekvenstypene er sakalte Extended spectrum betalactamase (ESBL) produsenter.
Det har tidligere blitt funnet E. coli med CTX-M-15 genet som gir resistans mot Cefotaksim
og fosA-3 genet som gir resistans mot fosfomycin av samme sekvenstype som prgve 4 og 8.
Prave 3 og 7 sin sekvenstype utrykker ST 10 komplekset, som tidligere har vist seg a veere

CTX-M-15 produserende E. coli. Begge er tidligere blitt funnet i kloakk og vann, og mye av
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de aktive komponentene til antibiotika utskilles igjennom avfaring hos pattedyr. Hvis dyr
som beiter rundt om vannet far antibiotika kan det forklare hvorfor noen av stammene kan
potensielt veere antibiotika resistent.

En mer serigs arsak kan veere en lekkasje fra kloakksystemet til vannet. Dette er uvisst, men
om det er grunnen til de ulike E. coli sekvenstypene med resistens-gen ma det tas veldig

serigst og utrettes videre.

Det ma ogsa merkes at fylogeni utledet fra MLST ikke fullstendig kan representere genomisk
fylogeni. Pa grunn av at MLST bare bruker 7 gener, inneholder det mye mindre
sekvensinformasjon enn helgenomsekvesering. Ettersom helgenomsekvensering bare blir
billigere for hvert ar, kan det etter hvert i fremtiden bli en bedre metode for a studere
mikroevolusjon i en art. Selv om MLST har vist seg a veere hgyst atskillende mellom
stammer og derfor relativt nyttig for undersgkelser av utbrudd og overvakning av infeksjoner,
viser tidligere studier at klyngeanalyser av bakteriestammer og bruk av MLST treer ikke alltid

representerer artens ekte fylogeni og ma derfor tolkes med omhu(23).
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6. Konklusjon

| oppgaven var malet & genotype pravene som var ekstrahert fra Brusdalsvatnet med MLST.
Av de ulike sekvenstypene var prgve 2 ukjent i Enterobase. De 7 andre prgvene har tidligere
blitt sekvensert og hadde dermed kjent sekvenstype. Prave 3,4,5,7 og 8 er tidligere serotypet
og har mulighet for & veere patogen. Prave 1 og 7 er mest sannsynlig ikke patogene for
mennesker og kan finnes som normalflora hos pattedyr. Siden prave 2 ikke er sekvensert fgr
er det vanskelig & gi en konklusjon pa om den er patogen for mennesker uten videre
analysering av prgven.

Det er vanskelig a si helt presis hvor de ulike E. coli stammene har opphav fra, men det er
mest sannsynlig fra kontaminasjon og forurensing fra dyr og mennesker i narheten.

| denne oppgaven ble det ikke sett pa konsentrasjonen av E. coli i vann, bare hvilke typer det
var. Man kan dermed ikke si i hvilken grad vannet er forurenset, bare at det mest sannsynlig
kommer fra fekal kontaminasjon. Videre forskning burde undersgke hvor kontaminasjonen
kommer ifra, hva konsentrasjonen av E. coli og andre koliforme bakterier i Brusdalsvatnet er,
og hvilke andre typer E. coli som eventuelt finnes i vannet. Fullgenomsekvensering og
serotyping av prgve 2, som er en ukjent E. coli type kan ogsa vere av interesse for videre

forskning.
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Vedlegg

Bakgrunnsinformasjon
Prgvene matte kultiveres pa nytt grunnet vanskeligheter med & skille kolonier pa CCA skalene
(overvekst tett vekst.) Skalene ble oppbevart kjglig over lengre tid.

Prgvene skulle inneholde diverse stammer E. coli, de matte handteres med forsiktighet grunnet

potensiell infeksjonsfare.

o Inokalusjonsgse.
e CCA fungerte som en kvalitetskontroll i dette forsgket.

o Geleelektroforese fungerte ogsa som en kvalitetskontroll.

Ved a gi en bakterier de rette vekstvilkar, neering og rett fysikalsk miljg, vil bakteriene kunne vokse
og formere seg. Dyrking kan gjeres ved a sa ut eller tilfare bakterier pa et vekstmedium som
inneholder de rette substansene for det man gnsker a dyrke.

Flytende medium - Bakterier kan formere seg fritt, bakdel er at det kan vokse mer en art.

CCA - Kromogen Coliform agar - Selektivt kromogen agarmedie for deteksjon og telling av E. coli og

andre koliforme bakterier i vann.

e Bruk en steril gse til 4 ta en koloni over i det flytende mediet, beveg gsen forsiktig fram og
tilbake for a tilfare hele kolonien.
e Drypp en drape fra det flytende mediet pa den kromogene skalen. Bruk sterilt utstyr.

e Laskalen inkubere 18-24 timer i 35 grader celsius +-2 C.

Vedlegg 1A: Dyrking/kultivering av praver
Hensikt

Hensikt med prosedyre er a sikre rett gjennomfaring av dyrking/kultivering av E. coli pravene.
Bakgrunnsinformasjon

Prgvene matte kultiveres pa nytt grunnet vanskeligheter med & skille kolonier pA CCA skalene

(overvekst tett vekst.) Skalene ble oppbevart kjglig over lengre tid.

37



Pravene skulle inneholde diverse stammer E. coli, de matte handteres med

forsiktighet grunnet potensiell infeksjonsfare.

Utstyr og reagens
e Kromogen Coliform Agar (CCA).
Flytende medium (Nutrient broth).

o Inokalusjonsgse.

e Inkubator.

o Pipette.

e Bunsenbrenner.

o Sprit til desinfeksjon.
e Autoklave.

Kvalitetskontroll
e CCA fungerte som en kvalitetskontroll i dette forsgket.

o Geleelektroforese fungerte ogsa som en kvalitetskontroll.

Prinsipp for dyrkning

Ved a gi en bakterier de rette vekstvilkar, nering og rett fysikalsk miljg, vil bakteriene kunne vokse
og formere seg. Dyrking kan gjeres ved a sa ut eller tilfare bakterier pa et vekstmedium som
inneholder de rette substansene for det man gnsker a dyrke.

Flytende medium - Bakterier kan formere seg fritt, bakdel er at det kan vokse mer en art.

CCA - Kromogen Coliform agar - Selektivt kromogen agarmedie for deteksjon og telling av E. coli og

andre koliforme bakterier i vann.

Analyseprinsipp

kromogene skaler utnytter forskjellige enzymer som ulike bakterier har.

koliforme bakterier inneholder et enzym kalt D-galaktosidase, som klgyver salmon GAL. Dette gir en
fargeforandring pa skalen. E. coli inneholder ogsa D-glucuronidase, som klgyver kromogent X-

glucuronide. Det er dette som E. coli sin karakteristiske mark bla/fiolett farge.

Fremgangsmate
Fra CCA — Flytende medium
e NB! Utfgr alle steg i Lafbenk.
e Sgrg for at utstyret er autoklavert og sterilt.

e Tilsett neringsmediumet til kolben som skal brukes.
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o Bruk en steril gse til & ta en koloni over i det flytende mediet, beveg gsen forsiktig fram og
tilbake for a tilfere hele kolonien.
e Inkuber 24-48 timer 35 +-2 grader celsius.

Fra flytende medium til CCA
o Drypp en drépe fra det flytende mediet pa den kromogene skalen. Bruk sterilt utstyr.
e Saut pa hele skalen.

e Laskalen inkubere 18-24 timer i 35 grader celsius +-2 C.

Forholdsregler i forbindelse med behandling av potensielt patogene mikroorganismer:
e Haen ren og skitten sone, og oppretthold sonene.
o Arbeid aseptisk.
e Var papasselig med hygiene og desinfisering.
e Handtere avfall korrekt.
e Bruk hansker i LAFbenk.
o Oppretthold sikkerhet i laboratoriet.

o Autoklaver alt som ikke er engangsutstyr.

Feilkilder
o Feilmerking av praver.
e Mangel pa bruk av aseptisk teknikk.
e Andre bakterier kan i noen tilfeller vokse i symbiose med E. coli selv pa CCA.
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Vedlegg 1B — Koliform kromogen agar

o Reference: 1754527ZA Technical Data Sheet
Product: CCA COLIFORMS CHROMOGENIC AGAR (ISO)

VWR

CHEMICALS

Specification
Solid, selective and differential culture medium for the detection and enumeration of total coliform and E. coli in water samples by the
membrane-filtration technique acc. to ISO.

Presentation

30 Prepared Plates Packaging Details Shelf Life Storage
55 mm Plates for filtration purposes 1 box containing 3 plastic bags with 3 RD-PACK. Each 5months 2-25°C
with: 9+ 1 ml package contains 10 plates of 55 mm.

Composition

Composition (g/):
Enzymatic digest of casein
Yeast extract.
Sodium chloride
Di-sodium hydrogen phosphate.................. 2.70
Sodium dihydrogen phosphate

dihydrate
Tryptophan
Sodium pyruvate
Tergitol®7 0.15
Sorbitol 1.00
6-Chloro-3-indoxyl-
R-D-galactopyranoside.
5-Bromo-4-chloro-3-

indoxyl-B-D-glucuronic acid 0.10
IPTG 0.10
Agar. 13.00
Description /Technique

Description

The combined action of peptone, pyruvate and sorbitol allow rapid colony growth in this phosphate buffered medium, which also permits simple recovery
of sublethal thermally injured coliforms. Sodium chloride provides the correct osmotic environment necessary for growth. The selectivity is attained,
partially, by the Tergltul® 7, which inhibits the growth of Gram positive bacteria and some Gram negative without effecting the coliform bacteria. The
culture medium was formulated without antibiotics for water samples with low bacterial background flora. The colonial differentiation is due to the
chromogenic mixture, composed of two enzyme substrates: 6-chloro-3-indoxyl-3-D-galacto-pyranoside (Sa\monEfGAL) and 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-R-
D-glucuronide (X-Glucuronide). The first one is cleaved by the characteristic enzyme found in coliforms, B-D-galactosidase and gives a salmon-red colour
to the coliform colonies. The second chromogenic substance is cleaved by the B-D-glucuronidase enzyme characteristic of E. coli and turns the colonies
of these bacteria a blue colour. E. coli has the two enzymes and cleaves both chromogenic substances giving dark blue to violet colonies. Total coliforms
are the sum of E. coli colonies plus salmon-red colonies. The IPTG enhances the metabolism of chromogenics. Other Gram negative bacteria produce
colourless colonies except some that possess glucuronidase activity (but not galactosidase) and they produce light blue to turquoise colonies. To confirm
the E. coli colonies in this medium a small amount of tryptophane is included verifying indol production: coat the blue-violet colonies with a drop of Kovacs
Reagent. If the reagent turns a cherry-red colour in a few seconds this confirms the production of indol and hence the presence of E. coli.

When the Chromogenic Agar for Coliform is used with the membrane filter method, the colour and growth of the colonies can be modified by the
characteristics of the membrane filter. It is advisable to perform validation of the membrane filter type used.

Limitation of the procedure:

The production of B-galactosidase, although common to all the coliforms, varies from one strain to another being influenced by the temperature and
incubation time. At temperatures above 37 ° C its production decreases, causing a loss of reddish color intensity, while the bluish tones in the strains of
Escherichia coli are accentuated.

If the membrane filtration method is used, it must be taken into account that the nature and characteristics of the filter membrane used also influences the
size and color of the colonies grown on this culture medium.

Technique The technique of inoculation used in these plates is the membrane filtration technique (MF) according to the various harmonized
pharmacopoeias and applicable ISO norms. The water sample is filtered trough a membrane filter of 0,45 pm of pore diameter validated according to the
ISO Standard 7704:1985. The membrane is then placed on the surface of the CCA medium avoiding entrapment of air bubbles between the membrane
and agar surface. The petri dish with the membrane is incubated for 18-24 hours at 36 + 2°C. If in 18 h there is growth of red or colourless colonies,
extend the incubation until 24 h to include late reactions of R-galactosidase or B-glucuronidase. Count R-galactosidase positive colonies and B-
glucuronidase negative colonies (all colonies coloured from salmon-rose to red) as Coliform bacteria not-E. coli. Count B-galactosidase positive colonies
and B-glucuronidase positive colonies (all colonies coloured from deep blue to violet) as E. coli.

Total Coliform count is obtained by the addition of the salmon-rose to red colonies plus the deep blue to violet colonies. Calculate the concentration of
Coliform bacteria and E. coli in 100 mL from the initial volume of water filtered and the number of characteristic colonies counted on the membrane. The
results are expressed as Colony Forming Units per millilitre (CFU/mL).
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Reference: 175452ZA Technical Data Sheet
Product: CCA COLIFORMS CHROMOGENIC AGAR (ISO)

VWRED
CHEMICALS

Quality control
Physical/Chemical control
Color : Pale yellow pH: 6.8 £ 0.2 at 25°C

Microbiological control
Inoculate:Practical range 100+20 CFU; Min. 50 CFU (Productivity).
Microbiological control according to ISO 11133:2014

Aerobiosis. Incubation at 36 + 2°C, reading at 18-24 h

Microorganism Growth

Escherichia coli ATCC” 8739, WDCM 00012 Good (270%) Dark-blue to violet colonies
Escherichia coli ATCC® 25922, WDCM 00013 Good (270%) Dark-blue to violet colonies
Citrobacter freundii ATCC® 43864, WDCM 00006 Good (270%) Salmon to red colonies

Ps. aeruginosa ATCC® 10145, WDCM 00024 Good - Colourless

Enterococcus faecalis ATCC® 19433, WDCM 00009 Inhibited

Enterobacter aerogenes ATCC® 13048, WDCM 00175 Good - Mauve

Sterility Control
Incubation 48 hours at 30-35°C and 48 hours at 20-25°C: NO GROWTH
Check at 7 days after incubation in same conditions
Bibliography
- ADAMS, M.., R.GRUBB, S.M. HAMER & A. CLIFFORD (1990) Colorimetric enumeration of Escherichia coli based on -glucuronidase
activity. Appl. Environ. Micrabiol. 56:2021.
- 1SO 7704 Standard (1985) Water Quality - Evaluation of membrane filters used for micropbiological analyses.
- 1SO 9308-1: 2014/Amd.1:2016(E) Water quality. Enumeration of Escherichia coli and coliform bacteria - Part 1: Membrane filtration
method for waters with low bacterial background flora.
- KILIAN, M. & P. BULOW (1976) Rapid Diagnostic of Enterobacteriaceae. |. Detection of bacterial glycosidases. Acta Pathol. Microbiol.
Scand. Sect. B 84:245-251
. 1SO 11133:2014. Microbiology of food, animal feed and water. Preparation, production, storage and performance testing of culture
media.
- MANAFI, M & W. KNEIFEL (1989) A combined chromogenic-fluorogenic medium for the simultaneous detection of total coliform and E.
coli in water. Zentralbl. Hyg. 189:225-234.
- UNE-EN ISO 11133 (2014). Microbiologia de los alimentos para consumo humano, alimentacién animal y agua.-Preparacion,
produccién, conservacion y ensayos de rendimiento de los medios de cultivo.
.TURNER, K.M., L. RESTAINO & E.W. FRAMPTON (2000) Efficacy of Chromocult Coliform Agar for coliform and Escherichia coli
detection in Foods. J.Food Protect. 63(4):539-541.
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Vedlegg 2 DNeasy

Hensikt

Hensikten med DNeasy blood and tissue er & isolere DNAet til E. coli pravene.

Prosedyre

Forhandsregler:
PBS kreves i steg 1.
Vortex skal utfgres ved a pulsvortexe i 5-10s.

Forhandsbehandling for gram-negative staver

1. 3-4 bakteriekolonier ble tilsatt i 180 pL buffer ATL.
2. Dette ble sa tilfart 20 L Proteinase K.
3. Sable det inkubert pa 56°C i 2 timer.

Viderebehandling:

4. Tilsett 200 ul buffer AL, vortex godt, inkuber pa 72 °C i 10 minutter.

5. Tilsett 200 ul etanol (96-100%), vortex godt.

6. Pipetter lgsning fra steg 3 over til DNeasy mini spin column som er plasser i 2 ml samletube.
sentrifuger 1 min pa 6000G (8000 RPM) eller mer. kast samletube og ’flow throught’’.

7. Plasser DNeasy mini spin i en ny 2ml samletube - tilsett 500 ul buffer AW1, sentrifuger i 1
min pa 6000G. Kast samletube og ’flow throught”’

8. Plasser DNeasy minispin i en ny 2ml samletube - tilsett 500 ul buffer AW 2. Sentrifuger pa
20 000 G (14000 RPM). Kast samletube og *’Flow throught’

9. Plasse DNeasy mini spin kolonna i en ren 1,5 eller 2 ml mikrosentrifugetube — pipetter 200
ul buffer AE rett inn i DNeasy membran — inkuber i romtemp i 1 min — Sentrifuger 1 min
pa 6000G eller mer

10. For max utbytte, gjenta steg 7, 1 gang, men tilfar 40 ul AE buffer istedenfor 200.

Under lyseringsdel.
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e Unnga for stor start materiell, slik at lysering kan skje effektivt.

e Ved gjenstaende pellet — Forleng inkubasjonstid pa 56 °C, eller gk proteinase K til 40 ul.
Under vaskedel.

e Unnga at etanol blandes ved & ta over i nytt rar og sentrifugere 1 min @13000 RPM.
e Ver sikker pa at du tar i AW1 far AW2. AW?2 brukes i romptemperatur.
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Vedlegg 3: Fremgangsmate ved tillaging av PCR produkt

Hensikt
Hensikten er & amplifisere de 7 ulike husholdningsgenene. Amplikonene skal kvalitetssikres, deretter

bli sekvensert.

Bakgrunnsinformasjon

PCR er en enzymatisk amplifiseringsmetode. PCR gjar at ulike gener kan massekopieres ved hjelp av

primere og nukleotider. Metoden er veldig spesifikk sa lenge man har rett primere til DNA.

utstyr/reagens

e VWR DNA Polymerase mastermix (1,5mM mgCI2 - dNTPs - Tris-HCI )

Primere - forward og reverse.

o adk

e fumC
e QgyrB
e icd

e mdh
e purA
e recA

e Dobbeltdestilert vann/ nukleasefritt vann
e Automatpipette med filterspisser. (0-10 pL, 10-200 uL, 200-100 pL)
e Eppendorfrer med stativ

e PCR strips med stativ og lokk

Analyseprinsipp:
PCR er en termosyklisk reaksjon som skjer i tre steg:

e Denaturering: varmer opp slik at hydrogenbindingene mellom tradene brytes og DNA blir il
enkeltrader.
e Annealing: De to ulike primerene festes pa hver sin trad. Primerene er spesifikke for et sted

pa hver sin trad.
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e Extension: Taq polymerase syntetiserer en ny trad utifra primeren av frie nukleotider i

Igsningen. Taq polymerase bruker enkel traden som mal.

Dette skjer mellom 25-35 ganger slik man far milliarder av amplikon.

Kvalitetskontroll :

Har med positive og negative kontroller i hver kjaring.

Fremgangsmate:

e Lag mastermix

e Merk alle pravergr med nr og merk kontroller.

e Fordel 20/22 pL til hvert rar.

o tilsett 3 pL templat DNA til hvert rar. Alle rar skal ha templat DNA bortsett fra NEGATIV
KONTROLL.

o Tilsett prave 1 til rar 1, prove 2 til ror 2 osv.

e \ortex og spinn lett.

e Til negativ kontroll brukes bare master mix for a sjekke om master mixen er kontaminert.

Om praven ikke skal analyserer med en gang pa gelen kan den settes i kjgleskapet pa 4 C.
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Vedlegg 4: Fremgangsmate ved tillaging og bruk av Agarose gel farget med
GelRed™

Hensikt

Hensikt er & lage en gel som er optimal for seperasjon amplikonene for de ulike husholdningsgenene,

dette fungerer som en kvalitetskontroll.

Bakgrunnsinformasjon

Gelelektroforese er en av de mest vanlige metodene for & separere DNA. Separasjonsteknikken er
avhengig av molekylets starrelse, ladning og form. For DNA vil stgrrelsen vare avgjgrende for hvor
langt de ulike fragmentene vil vandre. Gelen er av agarose som danner en matriks med sma porer som

DNA-et kan vandre gjennom. Jo mindre molekylet er jo fortere vil det vandre.

Utstyr/reagens

e Fast agarosepulver

e 1x TAE Buffer

o GelRed™

e Automatpipette med 0-10uL filterspiss
e Mikrobglgeovn

o Loading dye

o Elektroferesekar

o Gelkar

e Kam til & lage brgnner med

e UV kamera.

Analyseprinsipp

DNA er negativt og vil vandre mot den positive polen under spenning. Jo starre DNA fragmentet er jo
mer friksjon vil det danne og dermed vandre mindre. Fragmentene vil danne et amplikon som kan
tolkes og si hvor mange basepar fragmentet har.

Gelen er tilsatt Gelred, som festes til DNA og vil gjgre bandene som dannes synlige under UV lys.
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Framgangsmate

w

© © N o g &

Bland 1,8g Agarose med 80 mL 1x TAE buffer i en 500 mL erlenmeyerkolbe.

Kok sa blanding pa full effekt i 2-3 minutt i mikrobglgeovn.

Ta ut av mikrobglgeovn. Rar og sjekk at alt agarose er opplgst. Vaer obs pa at lgsning kan
sprutkoke ved omrgring.

Tilsett 2 pL Gelred til lgsning.

Rar om, fordel fargestoff likt i vaeske.

Kjal ned.

Legg autoklave teip rundt sidene pa gel.

Overfar agarosegel til gelkar og sett i kammer — La stivne.

Tilsett TAE buffer til gelkar slik den dekker hele agarosegelen.

. Tilsett 3 uL prave til brannene.
11.
12.
13.
14.

Sett pa spenning 50V i 5 Min.

@k spenning til 100V i 45 Min.

Overfar fra elektroforesekar til UV lampe.
Ta vare pa bilder og tolk resultat.
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Vedlegg 5

Chemidoc imaging system

Felgende protokoll ble brukt:

1
2.
3.
4

8.
9.

New protocol --> New single channel

Trykk pa application fanen --> Select --> nucleic acid --> Gelred

Enter image area = 15.0 x 11.2

Software will automatically optimize the exposure time for ¢’faint band’s’” ble mest brukt,
men ogsa “’intense’’ dersom det ga klarere bilde.

Highlight saturated pixel’s var haket av i begynnelsen, men fjernet det etter hvert, siden det
egentlig bare var i veien.

Nederste skuff av instrument ble sa apnet --> Gel ble plassert omtrent i midten --> skuffe ble
lukket.

Trykte sd “’position gel’” --> apnet “’instrumentder’’ og plasserte gel i midten av alignment
grid.

Trykk “’run protocol’’.

Juster bildets high, low og gamma for best mulig observasjon.

10. Screenshot bildet med screenshot knapp og lagre bildets radata med save knapp.
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Vedlegg 6 E-Gel

Hensikt
E-Gel brukes til 4 isolere malamplikon under darlig opptimalisert PCR analyse eller ved

fragmentert DNA seperasjon.

Bakgrunnsinformasjon

E-Gel Size Select 2% agarose er ferdig stept agarosegel med elektroder og molekyleere DNA prober
som er klar til bruk. Gelen er pakket inn i en UV-transparent kassett som beskytter det, og tillater
observasjon av amplikon i sanntid. Man unngar tillaging av buffer, staping av gel, tilsetting av
probe/fargestoff og de ulike manuelle stegene som man utfgrer under konvensjonell tillaging av
agarosegel. Gel er Klar til bruk slik den er, man trenger kun a tilsette prevemateriale og deionisert
vann. Hovedformalet med E-Gel size select 2% agarose er ekstraksjon/purifikasjon av DNA som skal

sekvenseres. Resolusjon mellom 50bp —1kbp.

E-Gel® IBase™ Power System €r et automatisert, programmerbart og letthandterlig instrument som
simplifiserer elektroforese, systemet er designet for bruk av tilhgrende ferdigstapt agarosegel som E-
Gel Size Select 2% agarose. Instrumentet fungerer bade som base for gel elektroforesen og som

strgmforsyning.

Bakgrunnsinformasjon er hentet fra Thermo Fisher sin E-Gel manual. Tilgjengelig pa:
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Bruk samme prgvemengde i alle pravebrgnner, bruk deionisert vann i tomme brgnner.
. Tilsett 500-700 ng pragve; 50-200 ng DNA per band mer, 20-400ng er akseptabelt men
kan kreve to fraksjoner.

. Tilsett 20-25 pL pravevolum til hver brgnn, mindre kan fare til darlige DNA
fragment.

DNA praver kan forberedes i de-ionisert vann, men helst loading buffer.

. fortynn prever dersom de har hgge saltniva.

Loading av E-Gel

Plug inn ibase instrument.

. Tagel ut av pakke og fjern kammer.

Plasser E-Gel base over instrument. Bruk oransje briller eller amber cover over
branner for a se DNA fragment/amplikon.

. Velg — Run CloneWell — Skriv inn estimert “’run time to reference line’’ i Run
Time table — Trykk ’Go’’ pa Ibase instrument.

Falg med pa gel regelmessig, trykk go igjen nar bandet du er interessert i har migrert
til referanselinjen.

Nar bandet nar referanselinjen tilsetter du sterilt vann for & fylle de nederste brgnnene.

. Trykk “’go’’ og kjor gel
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Vedlegg 7: Bilder av Agarosegel og E-Gel

Tilleggsinformasjon: Nar ikke annet er oppgitt er annealing temperatur 56°C brukt og det er kjgrt 35

PCR sykluser. | analyse 0-3 er mastermix oppskrift 1 brukt. | analyse 3-10 er mastermix oppskrift 2

brukt.

ADK

Bilde 4 (analyse 2, kvalitetskontroll adk og fumC)

1 2 34 5 6 7 8 -kt 1 2 3 4 5 6 7 8 -ktr

agyrB
ADK |

icd

Bilde 5 -analyse 0 Bilde 6 - analyse 0
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12 3 4 5 6 7 8 -ktr 1 2 3 4 5 6 7 8 -kitr

adk gyTe

fumcC icd

Bilde 7 (annealing 58°C analyse 1) Bilde 8 (annealing 58°C analyse 1)

12 3 4 5 6 7 8 -ktr
12 3 45 6 7 8 -kir

mdh —_

purA gyr

Bilde 9 (annealing 58°C analyse 1) Bilde 10 (annealing 58°C analyse 1)



Bilde 11 - analyse 2

Bilde 12 - analyse 2

icd

mdh + p1 purA

w
S

5

Bilde 13 - analyse 2

6

7

8

-ktr

recA
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adk

Bilde 14 - analyse 3 Bilde 15 - analyse 3

e M e W e W W
.,

—-—

Bilde 16 (kvalitetskontroll for PURA og ICD analyse 3) Bilde 17 - analyse 4
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2gyrB 1,5mM

yrB 2,0 mM

Q

Bilde 18 - analyse 5 Bilde 19 (analyse 6 annealing 58°C)

-ktr
recA 1,5mM

gyrB 2,5mM

mdh
recA 2,0 mM

Bilde 20 (analyse 6) Bilde 21 (analyse 6)
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1 2 345 67 8 -ktr

recA 2,5mM

Bilde 22 - analyse 6 Bilde 23 -analyse 7

Bilde 24 (analyse 8, annealing 58°C). Bilde 25 recA 2,5mM MgCl, topp = 56°C annealing. Bunn = 58°C - analyse 8
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Bilde 26 (topp = analyse 9 recA, 1,5mM, vwr mastermix. )

(bunn = analyse 9 recA, 1,5mMm, goldstar 2x mastermix)

Bilde 27 (gyrB amplikon fra analyse 5, bildet tatt er ca 12 min, hentet ut fra E-Gel etter ca 30 min)
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Bilde 28 (recA amplikon fra analyse 6)

Bilde 29 (recA fra analyse 4)
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Vedlegg 8

Tabell 8: Viser resultat for praver som ble sendt til Tyskland. += Gen pavist. -= Gen ikke pavist.

ADK FUMC GYRB ICD MDH PURA RECA
Prave 1 + + + + + + +
Prave 2 + + + + + + +
Pragve 3 + + + + + + +
Prave 4 + + + + + + +
Pragve 5 + + + + + + +
Prave 6 + + + + + + +
Prave 7 + + + + + + +

Prove 8 + + + + + + +



Vedlegg 9 MLST resultat

Tabell 9: Prave 1

Sequence Type: 6691

Tabell 10: Prave 2

Nearest ST: 9205

fumC 98.72 100 fumC_ 721 i
99.78 100
99.78 100 mdh_797*
purA 99.37 100 478 478 0 purA_147*
recA 99.41 100 510 510 0 recA_659*

Notes: *? alleles with less than 100% identity and 100% coverages found
*recA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.

?* adk: Imperfect hit, ST can not be trusted!

* purA: Novel allele, ST may indicate nearest ST.
*fumC: Novel allele, ST may indicate nearest ST.
* mdh: Novel allele, ST may indicate nearest ST.

* gyrB: Novel allele, ST may indicate nearest ST.

?* icd: Imperfect hit, ST can not be trusted!

Tabell 11: Prave 3
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Sequence Type: 7060

Tabell 12: Prave 4

w
[1]
2
c
@
3
o
@
o
]
A
S

Tabell 13: Prave 5
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Tabell 15: Prgve 7

Sequence Type: 71060

Tabell 16: Prgve 8

Sequence Type: 401
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