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Forord

Vi er to kvinnelige studenter som skriver denne bacheloroppgaven som en avsluttende del av var
Bachelorgrad ved Bioingenigr-utdanningen ved Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet
(NTNU) i Trondheim.

Verden star i dag ovenfor en skremmende utvikling hos bakterier — antibiotikaresistens. Enkelte
stammer av Meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) har blitt resistent mot linezolid,
et av de siste effektive antibiotikamidlene mot bakterien. VVar oppgave gar ut pa a finne ut om det
kan veere fordelaktig & benytte genotypiske resistensbestemmelser sammen med fenotypiske i
kampen mot & detektere og falge linezolidresistensen.

Dette synes vi har veert, og enda er, et veldig interessant, viktig og skremmende tema. Prosessen
med & skrive bacheloroppgaven har veert leererik, og til tross for utfordringer i forbindelse med
den pagaende Covid-19-pandemien, har vi her vart endelige og ferdige produkt!

Vi vil rette en stor takk til var kunnskapsrike og behjelpelige foreleser og veileder, Kine Husteli
Kristiansen. Tusen takk for alle gode og konstruktive tilbakemeldinger og oppmuntringer som
har veert til stor hjelp under oppgaveskrivingen. Vi vil ogsa takke spesialbioingenigr Torunn
Gresdal Rgnning og overlege Hege Enger ved nasjonalt referanselaboratorium for MRSA ved
Avdeling for Medisinsk Mikrobiologi, St. Olavs Hospital i Trondheim for besvarelse pa
sparsmal og gjennomlesing av oppgaven.



Sammendrag

Formalet med denne oppgaven var a finne ut av hvorfor det kan veere hensiktsmessig a benytte
genotypisk resistensbestemmelse sammen med fenotypisk resistensbestemmelse av
linezolidresistens hos Meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA). | sammenheng med
den gkende trusselen MRSA har i samfunnet i dag, har det blitt lagt fokus pa fordeler og ulemper
ved fenotypiske og genotypiske resistensbestemmelser.

| oppgaven svares det pa problemstillingen: Hvorfor er det en fordel & benytte genotypisk
resistenshestemmelse av linezolid hos MRSA?

For & finne ut av dette ble det utfart en litteraturstudie. Hovedfokuset ble lagt pa Staphylococcus
aureus, MRSA, mekanismene som fgrer til antibiotikaresistens og de ulike metodene for
resistensbestemmelse.

Litteratursgket bestod hovedsakelig av a lese seg opp pa ngdvendig teori ved bruk av ulike
databaser, faglige leerebgker og relevante nettsider.

Resultatet belyser utfordringer og uoverensstemmelser spesifikt til fenotypiske metoder ved
deteksjon av linezolidresistens hos MRSA og Staphylococcus aureus generelt. Det blir ogsa
diskutert fordeler og ulemper ved bruk av polymerase kjedereaksjon (PCR) som genotypisk
metode for & pavise de ulike genene som koder for linezolidresistens.

Litteraturstudien konkluderer med at & benytte og gke bruken av genotypiske metoder vil kunne
bidra til bedre kontroll av linezolidresistens hos MRSA. Dette kan gi bedre og enklere kontroll
over forekomsten av resistensgenene cfr, poxtA og optrA, og dermed resistensutviklingen hos
MRSA.

Antibiotikaresistens kommer ikke til & forsvinne eller minske av seg selv. Vi haper at med nye
opplysninger og bedre verktay vil veien mot & benytte genotypiske resistensbestemmelser satses
mer pa i framtiden i kampen mot antibiotikaresistens.



Abstract

The purpose of this thesis is to outline the use of genotypic susceptibility testing in addition to
phenotypic susceptibility testing for linezolid resistance in Methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), and why this would be suitable. Taking into context the increasing threat that
MRSA poses to today’s society, both the advantages and disadvantages of phenotypic and
genotypic susceptibility testing were of direct focus.

This report seeks to answers the question: Why is it advantageous to utilize genotypic
susceptibility testing of linezolid in MRSA?

To do this, a literature review was conducted with a focus on Staphylococcus aureus, MRSA, as
well as the mechanisms that lead to antibiotic resistance and the various methods used in
antibiotic resistance testing. The literature examined consisted largely of necessary theory found
using various databases, textbooks, and relevant websites.

The results of the review highlight the challenges and discrepancies specific to phenotypic
methods in the detection of linezolid resistance in MRSA and Staphylococcus aureus in general.
The advantages and disadvantages of using the polymerase chain reaction (PCR) as the preferred
genotypic method for detection of various genes encoding for linezolid resistance were also
discussed.

This literature review concludes that together, the utilization of PCR and at the same time
increasing the use of genotypic methods, will be able to contribute to better control of linezolid
resistance in MRSA. This can lead to improved and more manageable control over the presence
of the specific resistance genes cfr, poxtA, and optrA, and thus resistance development within
MRSA.

Antibiotic resistance will not slow down or disappear on its own. We hope that with new
information and improved tools, that genotypic susceptibility testing will be of stronger focus in
the coming years in the fight against antibiotic resistance.
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Forkortelser
E-test — Epsilometertest

EuCAST — European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
HLA — Human leukocytt-antigen

K-res — Nasjonal kompetansetjeneste for pavisning av antibiotikaresistens
NordiCAST — Nordic Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
NTNU — Norges teknisk-naturvitenskapelige universitet

MRSA — Meticillinresistente Staphylococcus aureus

MSSA — Meticillinsensitive Staphylococcus aureus

MIC — Minste inhiberende konsentrasjon

PBP — Penicillinbindende protein

PCR — Polymerase kjedereaksjon

VPN — Virtual private network



1.Innledning

1.1 Staphylococcus aureus

Stafylokokker er en bakterietype som tilhgrer menneskets normalflora pa hud og i slimhinner, og
de deles inn i to hovedgrupper; hvite og gule stafylokokker. De gule stafylokokkene, ogsa kalt
Staphylococcus aureus, er den mest patogene av disse to, og forarsaker hyppigst sykdom.
Sykdommene kan variere fra sarinfeksjoner, matforgiftning, toksisk sjokksyndrom og
livstruende sykdommer som sepsis, lungebetennelse og hjernehinnebetennelse (1).

En av arsakene til at Staphylococcus aureus kan forarsake mange ulike sykdommer kommer
blant annet av bakteriens virulensfaktorer. Dette er blant annet cytotoksiner som farer til
poredannelse og inflammatoriske forandringer (2), og en stor variasjon av enzymer som protease,
lipaser og hyluronidase som gdelegger vev, se figur 1. | tillegg har de et superantigen som binder
til human leukocytt-antigen (HLA) klasse 2-proteiner, og videre ferer til massiv celleaktivering
og gkt cytokinproduksjon. Superantigenet gjar at bakteriene unngar det spesifikke
immunforsvaret (3).

1.1.1 Meticillinresistente Staphylococcus aureus

Sammen med den gkende antibiotikabruken i verden har resistente bakterier blitt en stadig mer
gkende trussel, og med nyutviklede antibiotikatyper kommer det nye resistensmekanismer og
resistensgener (4).

Staphylococcus aureus deles ofte inn i meticillinsensitive (MSSA) og meticillinresistente
Staphylococcus aureus (MRSA) (4). Meticillin er en penicillinase-resistent penicillin (5), og
arsaken til resistensen er at MRSA har genene mecA eller mecC. Disse koder for et
penicillinbindende protein, PBP2a, som har lav affinitet til betalaktamantibiotika som meticillin,
andre penicilliner og cefalosporiner. MecA-genet er lokalisert i Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec) (5), dette er illustrert i figur 1.
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Figur 1: En skjematisk illustrasjon av MRRSA sine virulensfaktorer og hvordan den har resistens mot meticillin. Blant
virulensfaktorene er det her overflateproteiner, cytotoksiner og enzymer. | tillegg er SCCmec uthevet med mecA-genet som
koder for det penicillinbindende proteinet PBP2 som gir resistens mot betalaktamantibiotika. (6)

MRSA smitter vanligvis gjennom direkte kontaktsmitte, men det kan i noen tilfeller forekomme
luftsmitte via avstette hudceller. | seg selv gir ikke MRSA verre infeksjoner enn andre
stafylokokker, men grunnet den gkende antibiotikaresistensen er den derimot vanskeligere a fa
behandlet. Det er derfor et stort fokus pa & hindre at MRSA spres pa sykehus og andre
helseinstitusjoner. Dette gjares ved a utfare ngye smitteoppsporing, isolasjon av mistenkte
tilfeller og undersgkelser. Forekomsten av MRSA er forelgpig lav i Norge, men gkt
reisevirksomhet farer til et starre smittepress mot norske helseinstitusjoner (4).

Det er viktig a ha gode rutiner pa a oppspore og hindre spredning av MRSA, men det er vel sa
viktig & behandle riktig. @kt antibiotikabruk er en av de hovedarsakene til at antibiotikaresistens
har blitt et sa stort problem som det er i dag. For & redusere selektivt trykk hos bakteriestammene
ma bruken av antibiotika reduseres (7). Dette gjelder ogsa ved kontroll av videre
resistensutvikling hos MRSA.

For & bidra med og falge utviklingen av MRSA i Norge ble det i 2006 opprettet et nasjonalt
referanselaboratorium for MRSA ved Avdeling for Medisinsk Mikrobiologi, St. Olavs Hospital i
Trondheim. Der utfgres det genotypisk karakterisering av stammene, noe som bidrar til god
epidemiologisk overvakning i landet som hjelper med a bade identifisere nye stammer og
utbrudd pa nasjonal basis (8). I tillegg blir det holdt oversikt over generell antibiotikaresistens og
nye resistensutviklinger ved laboratoriet Nasjonal kompetansetjeneste for pavisning av
antibiotikaresistens (9) ved Universitetssykehuset i Nord-Norge (10).



1.1.2 Antibiotika og resistensutvikling

Antibiotika er en av de stgrste oppfinnelsene innen moderne medisin, og har forhindret mange
dgdsfall, redusert barnedgd og gkt levealderen betraktelig. Antibiotika kan enten fungere
bakteriostatisk ved & hindre vekst og/eller formering, eller bakteroisidisk ved a drepe bakteriene.
Dette foregar hovedsakelig gjennom a angripe bakteriene pa fem ulike mater; inhibering av
celleveggsyntesen, proteinsyntesen, DNA-replikasjonen, essensielle metabolske trinn eller
depolarisering av cellemembranen (11), se figur 2. Dessverre har den voldsomme bruken av
antibiotika fart til gode vekstvilkar for de resistente bakteriene, noe som videre er arsaken til den
gkende mengden resistente bakterier (12).

Antibiotikaresistens er en trussel mot global helse som krever tiltak bade nasjonalt og
internasjonalt for & forhindre en fremtid uten effektiv antibiotika. Den starste konsekvensen av a
ikke ha effektiv antibiotika vil veere at infeksjoner som i dag regnes som ufarlige kan gi dedelige
utfall (13). I tillegg vil det pavirke prosesser som operasjoner, transplantasjoner og
kreftbehandling hvor det ogsa er helt ngdvendig med antibiotika (14).

Bakterier som har utviklet resistens mot antibiotika har gkt de kliniske og gkonomiske
belastningene for helsevesenet med mer enn 50%, samt bidratt til en gkt risiko for at nye
patogener rammer verdensbefolkningen (15). Derfor har det blitt nedvendig med utvikling av
nye metoder som kan pavise resistens hos bakterier, bade for & kunne identifisere dem, forsta
funksjonen deres, og behandle pasienter sa effektivt som mulig.

1. Inhibition of cell wall synthesis: penicillins, 2. Inhibition of protein synthesis: chloramphenicol,
cephalosporins, bacitracin, vancomycin erythromycin, tetracyclines, streptomycin

Translation

Enzyme

5. Inhibition of essential
metabolite synthesis:

: sulfanilamide, trimethoprim
4. Injury to plasma

~ 7 . f\ | [ membrane: polymyxin B ,

3. Inhibition of nucleic acid replication
and transcription: quinolones, rifampin

Figur 2: Viser de ulike mekanismene antibiotika kan angripe bakteriecellen pd; inhibering av celleveggsyntese, proteinsyntese,
DNA-replikasjon, essensielle metabolske trinn og skade av cellemembranen. (16)



Bakterienes resistens kan deles inn i to hovedkategorier - naturlig og ervervet resistens. Naturlig
resistens kommer av iboende gener som koder for en bestemt resistensmekanisme, eller
manglende strukturer og metabolske prosesser som antibiotikumet er rettet mot. Ervervet
resistens kommer derimot av genetiske mutasjoner som kan viderefgres med horisontal
genoverfgring (17). Den horisontale genoverfaring kan forega pa tre ulike mater; transformasjon,
konjugasjon eller transduksjon, som vist i figur 3. Transformasjon er opptak av nakent DNA,
konjugasjon er overfgring av DNA mellom to levende bakterier og transduksjon er overfgring av
DNA mellom bakterier gjennom bakteriofager (17).
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b Bacterial transduction

G

phagc

Phage-infected donor cell Recipient cell

C Bacterial conjugation

F o<

Transposon-  Donor cell Recipient cell

Figur 3: lllustrasjon av horisontal genoverfaring; transformasjon hvor det er opptak av nakent DNA, transduksjon hvor
bakteriofager overfgrer DNA og konjugasjon hvor det er direkte overfgring av DNA. (18)

Det er flere ulike mekanismer som forarsaker bakteriens resistens, alle pavirket av hvordan
antibiotika angriper bakterien, se figur 4. MRSA har som sagt mecA-genet som koder for et helt
nytt PBP2 som gjar at betalaktamantibiotika ikke klarer & binde seg. Bakteriene kan ogsa ha
enzymer som hydrolyserer antibiotikumet eller tilsette kjemiske grupper pa sarbare omrader pa
antibiotikumet, som gjgr at det ikke kan bindes til malproteinet eller at reaksjonen gar saktere
(19). En annen mate er at bakteriene kan redusere permeabiliteten i cellemembranen for
antibiotikumet. Hydrofile antibiotika gar gjennom cellemembranen ved hjelp av noen
membranproteiner kalt poriner. Disse kan vare uspesifikke, men ved a enten fjerne noen av
porinene eller gjgre porinene mer spesifikke hindrer bakterien at antibiotikumet slipper gjennom
(29).

Bakteriene har ogsa naturlige mater a unnga antibiotika, og en av dem er med efflux-pumpen.
Efflux-pumpen pumper effektivt antibiotika ut av cellene, og ved a gke mengden av denne
pumpen kan bakterien unnga pavirkning av antibiotikumet. En siste mate er a endre, amplifisere



eller fjerne overflateproteinene som antibiotikumet kan feste seg til pa bakteriens cellemembran
(29).

Antibiotic Targets  Antibiotic Resistance
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Figur 4: En oversikt over antibiotikumets angrepspunkt mot bakteriens resistensmekanismer sammen med hvilke typer
antibiotika som gjelder for de ulike. (20)

En bakterie kan med bakgrunn i alle de ulike resistensmekanismene etter hvert bli resistent mot
flere ulike antibiotika, og dermed bli multiresistente, som vil si at de er resistente mot mer enn to
typer antibiotika. Multiresistente bakterier er krevende & behandle, spesielt de tilfellene hvor det
ikke finnes flere alternativer & behandle med. Dette problemet har oppstatt med enkelte MRSA-
stammer som er resistente mot linezolid (19), et av fa effektive antibiotika mot bakterien (21).



1.1.3 Linezolid

Linezolid er en type helsyntetisk
O/\ 0 antibiotika kalt oxazolidinoner som
\\/N inhiberer bakterienes proteinsyntese
JJ\ ved a binde seg til rRNA. Dette er en
N O ny og unik mekanisme hos antibiotika

(22). Figur 5 viser den kjemiske
strukturen til linezolid.

F H som ble dannet pa grunn av den gkende
N antibiotikaresistensen hos
Y multiresistente gram positive kokker
O

Figur 5: Den kjemiske strukturen til linezolid. (23)

Linezolid kan ogsa brukes hos noen fa gram negative anaerobe bakterier og noe mykobakterier
(24), og kan benyttes ved alvorlige infeksjoner som lungebetennelse og hud- og vevsinfeksjoner
(22). Siden linezolid er blant fa effektive antibiotika mot MRSA, begrenses bruken av
medikamentet for a forhindre at bakteriene utvikler ungdig resistens, da dette kan fare til at det
ikke finnes andre mater & behandle de linezolidresistente bakteriene pa.
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Figur 6: lllustrasjon A viser bindingssetet linezolid binder seg til, og dermed hindrer tilgangen til aminoacyl tRNA. Her vises ogsd
de ribosomale proteinene L3 og L4 som er assosiert med resistens. Illustrasjon B viser domene V i 23S rRNA hvor mutasjonen
som farer til resistens er. Mdlposisjonen for cfr-genet, posisjon A2503 er uthevet i rgd boks. (25)



Linezolidresistens kommer av mutasjoner i bindingssetet til linezolid i 23S rRNA eller L3, L4 og
L22 ribosomale proteiner (21), som illustrert i figur 6. Hos MRSA er det ogsa funnet overfgrbar
linezolidresistens med horisontal genoverfgring med genene cfr, optrA og poxtA. Cfr koder for
metyltransferase som modifiserer en aminosyre i 23S rRNA (26), se illustrasjon B i figur 6, og
farer til at linezolid ikke klarer a binde seg. PoxtA-genet koder for et protein som er 32% likt
optrA, og begge disse genene defineres som en ATP-bindende kassett som gir resistens ved
ribosomal beskyttelse (27). Ved a pavirke ATP-pumpene og eventuelt produsere flere av ATP-
pumpene kan bakterien unnga a bli pavirket av linezolid ved a effektivt pumpe mer antibiotika ut
av bakterien (28), se figur 7 for illustrasjon av en ATP-pumpe.

a Outward facing Inward facing

Binding
protein O

O Substrate

OQATP @ ADP

ABC

Figur 7: Viser en ATP-pumpe som omgjdr ATP til ADP, og bruker energien til G frakte molekyler inn og ut av cellemembranen.
Genene poxtA og optrA koder for ATP-pumper. (29)

For & kunne behandle bakterieinfeksjoner er det ofte ngdvendig & utfare resistensbestemmelse,
og dette kan gjares med flere ulike metoder. Dette er ogsa viktig for a kunne falge med pa
potensiell utvikling av resistens hos bakterier som for eksempel MRSA hvor det har forekommet
flere tilfeller med resistens mot linezolid (21) (30).

1.1.4 Resistensbestemmelse

Resistensbestemmelse er en mikrobiologisk undersgkelse av hvilke typer antibiotika en bakterie
er sensitiv, intermedieer eller resistent for, ved hvilke konsentrasjoner dette gjelder eller
deteksjon av ulike resistensgener. Ved a undersgke dette, kan det lages en oversikt over hvilke
typer antibiotika som kan benyttes til behandling, samt at resistensutviklingen kan overvakes for
a forhindre feil- og overbehandling.

1.1.4.1 Fenotypisk resistensbestemmelse

Fenotypisk resistensbestemmelse gjgres manuelt, og kan utfares pa flere ulike metoder. For &
resistensbestemme kan det benyttes mm-verdier for hemningssonen som viser om bakterien er
resistente, intermedizare eller sensitive. Minste inhiberende konsentrasjon (MIC) kan ogsa
benyttes (5), en verdi som utgis i mg/L som viser den minste mengden antibiotika som er
effektiv mot bakteriene. Ut ifra disse verdiene kan det vurderes hvorvidt en antibiotika er mulig a
bruke som behandlingsform.



Felles for alle metodene er at de er standardiserte, noe som er viktig for a sikre at resultatene er
palitelige. Dette innebeerer at mediet som benyttes er av hgy kvalitet med riktig pH, saltinnhold
0g av riktig type, samt at oppgitt temperatur, inkubasjonstid og atmosfare er korrekt. I tillegg er
mm-verdiene bestemt av Nordic Committee on Antimicrobial Susceptibilty Testing
(NordiCAST), som igjen benytter verdier European Committee on Antimicrobial Susceptibilty
Testing (31) (32). EUCAST er en vitenskapelig organisasjon som jobber med a definere og
bestemme brytningspunkter, samt lage standardiserte metoder for a resistensbestemme (33).
Dette gjer de basert pa mikrobiologiske data, kliniske studier og farmakologiske parametere for
de ulike midlene (31). Pa grunn av variasjon i hvilke bakteriestammer og ulik resistens som
finnes i ulike land, finnes det en egen organisasjon for de nordiske landene, NordiCAST. De
tilpasser retningslinjene til nordiske land basert pA EUCAST sine med endringer etter nordiske
resistensforhold og behandlingstradisjoner.

Adgardiffusjonsmetoden er blant de vanligste & bruke (34). En suspensjon med en bestemt
konsentrasjon spres utover en agar, og inkuberes med et utvalg antibioitikatabletter eller med en
Epsilometer-test (E-test). Ved lappediffusjonsmetoden blir det en synlig hemningssone rundt
tablettene som brukes til & bestemme om bakterien er resistent, intermedizr eller sensitiv mot
antibiotikumet. Hemningssonen som er diameteren i mm rundt tabletten, illustrert i figur 8, vil gi
en rimelig god korrelasjon til en bakteriestammes MIC (35).

Figur 8: Modifisert illustrasjon av to antibiotikatabletter hvor den til hgyre har fatt en hemningssone (se pil i sirkel).
Antibiotikatabletten til venstre har ingen hemningssone og er dermed resistent. (36)

E-test baserer seg 0gsa pa a finne en bakteriestammes MIC, men denne metoden utfgres pa agar
med plaststrimler som har en gkende konsentrasjon antimikrobielt middel langs med strimmelen.
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Etter inkubasjon kan MIC-en leses direkte av strimmelen, hvor det farste omradet uten vekst
inntil strimmelen er bakteriestammens MIC, som illustrert i figur 9. Denne metoden kan brukes
pa langsomtvoksende og kravstore bakterier, serlig ved vanskelige kliniske infeksjoner eller pa
bakteriestammer som har gkende antibiotikaresistens (35). Ved begge disse tilfellene vil det veere
gunstig a gi ngyaktig mengde antibiotikakonsentrasjon for & unnga overbehandling som kan fare
til ungdvendig resistensutvikling.

Figur 9: Modifisert illustrasjon av E-test etter inkubasjon. Det farste omrddet uten vekst inntil E-testen er bakteriestammens MIC
(se pilene). (36)

1.1.4.2 Genotypisk resistensbestemmelse

| tilfeller nar fenotypiske resistenshestemmelser ikke er avgjerende, kan genetiske analyser
brukes til & undersgke tilstedevarelse av et spesifikt gen eller punktmutasjon som bidrar til
utvikling av antibiotikaresistens (35). Det vil si at genotypisk resistensbestemmelse gar ut pa &
pavise genene som koder for antibiotikaresistens direkte.

Polymerase kjedereaksjon (PCR) er et av de mest effektive og raskeste verktgyene som benyttes
for & detektere et spesifikt gen eller en spesifikk mutasjon som bidrar til antibiotikaresistens.
PCR gar ut pa & analysere genotype av selve organismen og ikke bare hvordan bakterien
uttrykker seg fenotypisk (38).

1.2 Konvensjonell PCR

PCR er en analysemetode for in vitro amplifikasjon av spesifikke DNA sekvenser der mengde
utgangsmaterialet i teorien ikke er en begrensende faktor (39). Det vil si at sveert lite
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utgangsmaterialet trengs for & amplifisere store mengder DNA bade raskt og spesifikt, noe som
gjer det mulig & lage millioner av kopier av bestemte DNA sekvenser pa kun et par timer (40).
PCR er verdenskjent og brukes av blant annet helsepersonell og forskere i diagnostisering av
genetiske sykdommer, som identifikasjonsverktay i rettssaker, pavisning av virusinfeksjon og
direkte pavisning av antibiotikaresistente gener i bakterier.

DNA er bygget av to trader med komplementeere nukleotider til hverandre. Dette gjgr at de to
tradene passer til hverandre og holdes sammen av hydrogenbindinger. Ved bruk av PCR utnyttes
DNAs evne til & binde og tvinne sammen komplementzre basesekvenser slik at en ny DNA trad
syntetiseres ut fra den eksisterende som man gnsker & se nermere pa (41). For & fa dannet et
PCR-produkt kreves det templat-DNA, et primersett, frie nukleotidbaser og en termostabil DNA
polymerase.

Metoden benytter temperaturmanipulering og en tre-trinns reaksjonssekvens: denaturering,
hybridisering og elongering (41). Amplifiserte PCR-produktene vil etter hvert fungerer som
templat-DNA til neste syklus. Prosessen gjentas 20-40 ganger og pa denne maten blir DNAet
amplifisert eksponentielt (39). Dette illustreres i figur 10.

I I I I I l I l I I Starting DNA
B N I I I
Separate
Forward primer strands
5 3 (denature) 5 3
1 Frrrrrrtl
LLT LI Addprimers —
3 5 (anneal) 3 5
Reverse primer
_r _r
[:|IIII| Make copies IIIIIIIIII

I I | | I I I I I I (extend primers

) I N | -
Repeat cycle,
copying DNA
/\ /\ exponentially /\ /\

YN A AN YN YN NN

Figur 10: Skjematisk illustrasjon over de ulike trinnene i PCR. Repetitive sykluser av denaturering, hybridisering og elongering
foregdr ved ulike temperatur som gjgr at mengde DNA fordobles med hver syklus. Dobbelttradet DNA blir enkelttradet ved
hgytemperatur. Deretter binder de to primerne til motsatte maltrader for G definere omradet som skal amplifiseres. Ved hjelp av
DNA polymerase og frie nukleotider syntetiseres det komplementaere trdder til templat-DNA. Etter n sykluser, dannes det 2n nye

kopier av det amplifiserte omrddet. (42)
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Denaturering er det farste trinnet i PCR og foregar ved 94 - 95°C. Ved denne temperaturen vil
ikke hydrogenbindinger som holder dobbelttradet DNA sammen kunne opprettholdes (39). Dette
gjer at DNA-tradene skilles fra hverandre slik at det kun gjenstar enkelttradet DNA i praven.
DNAet blir pa denne maten gjort tilgjengelig for hybridisering mellom templat-DNA og
spesifikke primere.

Hybridisering innebarer at primere binder seg til sine komplementaere basesekvenser pa
enkelttradet templat-DNA i reaksjonsbrenn (43). Ved dette trinnet senkes temperaturen til 50 -
65°C, avhengig av primerens smeltepunkt. Hybridiseringen av primere vil utgjer startpunkt for
DNA-polymerase ved neste trinn (39).

Elongering foregar ved a gke temperaturen til 72°C, som er optimal temperaturen til enzymet
DNA-polymerase (44). Enzymet vil kunne forlenge primerne pa templat-DNA og bygger en ny
komplementer trad. Det virker ved & hekte pa de frie nukleotidbasene — adenin, tymin, cytosin
og guanin (A, T, C, G) — fra et allerede eksisterende startpunkt som er der primerne fester seg. |
Igpet av en syklus blir de to tradene til templat DNA kopiert, som gjer at mengde DNA fordobles
med hver syklus (45).

Det finnes likevel varianter av PCR som har blitt utviklet for & gke spesifisiteten og kvaliteten til
analysen ved a benytte det grunnleggende prinsippet, men som bruker noen tilleggskomponenter
i analysen. Disse forklares videre under Real-Time-PCR og Multi-Plex PCR.

1.2.1 Primere

PCRs framgang baseres hovedsakelig pa selektiviteten til primerne som velges & bruke i
reaksjonen (40). En primer bestar av en kort, enkelttradet nukleotidsekvens, som er
komplementrt til sekvensen i templat-DNA som gnskes kopiert (45). Det er vanlig at disse ma
designes og bestilles pa forhand og for & fa til dette, ma DNA-sekvensene pa hver side av
omradet som skal amplifiseres kjennes til (44).

DNA er som beskrevet dobbelttradet der de to tradene peker i motsatte retninger. DNA
polymerase syntetiserer nytt DNA i 3’-ende til 5°-ende retning, er det derfor ngdvendig med et
primersett til hver sekvens som skal kopieres, en forward- og revers-primer som passer til hver
sin trad (41). Under optimale betingelser vil primerne binde seg til sine komplementare
basesekvenser i templat-DNA og utgjer startpunktet for DNA polymerase & bygge pa (45).

1.2.2 Visualisering av PCR produkt

En vanlig metode for deteksjon og visualisering for analyse av PCR-produkt er ved bruk av
agarose-gelelektroforese (45). Elektroforese er en teknikk som benyttes for a skille nukleinsyrer
(DNA/RNA) basert pa ulik bevegelsesevne nar de utsettes for et elektrisk felt.

Metoden blir vanligvis utfgrt pa en agarosegel hvor agarose, som er et langt sukkermolekyl,
bidrar til & danne en matriks av porer av ulike starrelser, avhengig av konsentrasjon i gelen.
Porestarrelsen i gelen begrenser DNASs bevegelseshastigheten der de sterre fragmentene beveger
seg saktere gjennom gelen enn de som er sma. Nar gelen blir eksponert for strem vil DNA, som
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er negativt ladet, kunne bevege seg mot den positive elektroden med en hastighet basert pa
molekylenes starrelse hvor de minste fragmentene beveger seg raskest, og lengst ned i gelen
(40).

Etter separeringen, blir de gnskede DNA-fragmentene pavist med fargestoffet ethidum bromid
som fester seg til dobbelttradet DNA. Nar fargestoffet belyses med UV-lys vil det fare til en
emisjon av energi (lys av en bestemt bglgelengde) som gjar at DNA-fragmentene synliggjares
(46). Her vises fragmentene som diskrete band pa gelen sammensatt av sekvenser med identisk
lengde (40). PCR-produktene sammenlignes med en stagrrelsesmarkar som analyseres samtidig
og gjer det mulig & bestemme starrelsen pa bandene som kommer fram etter fargingen (46).
Starrelsesmarkaren er viktig for a kontrollere at antall basepar til de sekvensene man undersgker
er riktig. Figur 11 viser et eksempel av DNA-fragmentene analysert ved gelelektroforese
sammenlignet med en starrelsesmarkar.

2-log
ladder

3Kb
1022 bp 1022 bp
880 bp
R— s bp 1 Kb
500 bp
100 bp

Figur 11: Eksempel av PCR-produkt analysert med gelelektroforese. To st@drrelsesmarkgrer vises helt til hgyre og venstre, mens
forskjellige PCR produktene med lik stgrrelse vises som bdand inne imellom. Bp stdr for basepar der antall basepar tilsvarer
molekylenes st@rrelse. (46)

1.3 Real-Time PCR

Real-Time PCR, ogsa kjent som kvantitativt PCR, er en PCR-variant som benytter samme
amplifikasjonsprinsipp som konvensjonell PCR, men paviser istedenfor PCR-produkt ved bruk
av fluorescens som detekteres i “sann-tid” (16).

Denne metoden benytter de samme komponentene som konvensjonell PCR, i tillegg til et optisk
system og fluorescerende prober, hvor under optimale betingelser vil fgre til at det dannes en
gkende mengde fluorescens i lgpet av reaksjonen. Dette er en kvantitativ metode der mengde
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fluorescens er direkte proporsjonal med mengde PCR-produkt som genereres. Det vil si at
gkende mengde fluorescens som males etter hver syklus og intensiteten til signalet, gjenspeiler
den gyeblikkelige mengden DNA i prgven pa det bestemte tidspunktet (44).

For & fa dette til, benyttes det som sagt fluorescerende prober, som for eksempel TagMan-prober
som binder spesifikt til den gitte malsekvensen som gnskes amplifisert. Proben utnytter den
selektive bindingen mellom komplementare basesekvenser slik at man kan vere sikker pa at
signalet har kommet fra ekte amplifikasjon av malsekvensen (47).

Som nevnt, males det mengde fluorescens i praven ved hver PCR-syklus, som da tilsvarer
mengde DNA i praven. Det lages en amplifikasjonskurve hvor den malte fluorescensen pa y-
aksen plottes mot antall PCR-sykluser pa x-aksen. Kurvene far en sigmoid form og deles i tre
faser (se figur 12) som representerer mengde PCR-produkt under hele PCR-analyse (42). Den
farste fasen viser lite endring i mengde fluorescens og kan tenkes at ikke tilstrekkelige mengder
amplifikasjon detekteres over bakgrunn fluorescens (48). Den andre fasen omfatter den
eksponentielle vekstfasen som gjenspeiler eksponentiell amplifikasjon av DNAet i prgven og den
tredje fasen der amplifikasjonen stopper opp og kurven flater ut. Ut fra kurven beregnes det i
tillegg en C.-verdi som reflekterer antall sykluser av PCR-reaksjonen som ma til far
fluorescensen i en prave har nadd en gitt terskelverdi og kan detekteres. Det vil si nar
fluorescensen i praven er detekterbar over bakgrunnsfluorescens. Dette sier noe om hvor mye
DNA er til stede i utgangspunkt i preven. Jo mer utgangsmaterialet, jo lavere C.- verdi (42). Hvis
amplifikasjonen lykkes er det derfor forventet med en fin sigmoid kurve som resultat, og hvis
ikke blir det ujevne topper med lav fluorescens, som helst skal veere under terskelverdien.
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Figur 12: Amplifikasjonskurve fra Real-Time PCR analyse. Sigmoid-kurven viser oppdeling i tre faser. Fase | viser
bakgrunnsfluorescensen som ligger under terskelsverdien. Spesifikk fluorescens fra madl-sekvensen vil ikke kunne detekteres over
bakgrunnsfluorescensen ved denne fasen. Fase Il viser detekterbar fluorescens som har krysset terskelsverdien og vokser
eksponentielt. Ved denne fasen er mengde mdlt fluorescens proporsjonal med mengde PCR-produkt som har blitt dannet. Fase
Il viser nér kurven flater ut pd grunn av at den begrensede mengden reagens i reaksjonen blir brukt opp. Cr-verdi representerer
antall PCR-sykluser fgr mengde fluorescens krysser terskelsverdi. (49)

1.3.1 TagMan-probe

En TagMan-probe er en kort oligonukleotid merket i 5’-ende med en reporter og i 3°-ende med
en quencher (50). Reporteren er konjugert med en fluorescerende forbindelse som emitterer en
spesifikk farge ved en bestemt balgelengde (42). Proben er spesifikk i at den selektivt binder seg
og ligger mellom de to spesifikke primerne for DNA-sekvensen som er av interesse. Proben er
intakt nar den bindes til templat-DNA og vil ikke produsere et malbart signal pa grunn av at
quencher hemmer fluorescens fra reporter (50). Det som gjar at proben fluorescerer er at
reporteren klgyves og fjernes av DNA-polymerase slik at det blir avstand mellom reporteren og
guencheren (42). Denne prosessen illustreres i figur 13.
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Figur 13: lllustrasjon av TagMan-probe, frigjgrelse av reporter og dannelse av fluorescens. Proben fester seg til omrdadet inne
imellom forward- og revers-primer, der reporteren blir kigyvd av DNA-polymerase ved ny DNA-syntese fra 3’-ende til 5’ende.
Avstand mellom frigjort reporter og quencher gjor at det dannes fluorescens som mdles av instrumentet. (42)

Proben, sammen med primerne vil kunne binde seg til sine komplementare sekvenser ved
hybridiseringstemperatur og ved elongeringsfasen vil DNA-polymerase binde seg til
utgangspunktet pa primerne og begynne nysyntese av DNA. Hvis proben er bundet til riktig
sekvens blir reporteren klgyvd av av DNA-polymerase slik at den frigjeres og danner malbart
fluorescens. Dette betyr at med hver PCR-syklus blir flere prober klgyvd og mer fluorescens
generert (50). Avhengig av hvor mange forskjellige DNA-sekvenser som gnskes amplifisert,
brukes det flere prober merket med ulike fluorescerende-reporter molekyler.

1.4 Multi-Plex PCR

Multi-plex PCR er en PCR-variant der to eller flere malsekvenser amplifiseres i en enkelt
reaksjonsbrgnn. Det vil si at det analyseres flere ulike DNA-segmenter av interesse samtidig.
Teknikken krever to eller flere primersett som er spesifikke for de ulike sekvensene de skal
bindes til (51).

Multi-plex real-time PCR som utnytter fluorescensproduksjon som malemetode krever derfor
ogsa flere forskjellige fluorescerende prober av ulike farge. Pa denne maten vil instrumentets
optiske system klarer a skille mellom de ulike bglgelengder, som da tilsvarer hver unik sekvens
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som gnskes amplifisert (52). Figur 14 illustrerer metoden med et eksempel av tre ulike
fluoriserende prober.

(a) Simultaneous amplification of three locations on a DNA template

Dye-labeled . LN e,
PCR primers

Dyolaboled S S
PCR products e
Locus A Locus B Locus C
(b) Resolution of PCR products with size-based separation method
A
c
A ‘ |

smallest > largest

Figur 14: Eksempel av multi-plex PCR ved bruk av ulike primere til hver sekvens som skal amplifiseres. Tre primersett av ulike
farger vises her som binder segq til forskjellige gensekvenser pG samme templat-DNA-trdd (a). Amplifisert PCR-produktene kan
skilles etter stgrrelse (b), eller basert pG fargen som avgis. (42)

Med dette som bakgrunn har var problemstilling blitt “Hvorfor er det en fordel 4 benytte
genotypisk resistensbestemmelse av linezolid hos MRSA?”



2. Materiale og Metoder

2.1 Valg av metode

For & fa bedre forstaelse og mer kunnskap om hvorfor det er en fordel & benytte genotypisk
resistenshestemmelse av linezolid hos MRSA, ble det i denne oppgaven brukt litteraturstudie
som metode. En litteraturstudie bygger pa tidligere etablert kunnskap og gar ut pa systematisk
innsamling, bearbeiding og analyse av materiale fra skriftlig tekst (53).

Metoden inneberer at vi skriver hvor og hvordan vi fant kildene og hvordan vi vurderer
reliabilitet og validitet til det utvalgte materialet. Dette skal inkludere hvilke bgker, nettsider og
databaser som ble benyttet, samt hvilke sgkeord og ulike kriterier til litteratursgk vi brukte for
innhenting av informasjon. Eventuelle feilkilder til selve litteratursgk skal ogsa vurderes opp mot
mulige konsekvenser.

2.2 Litteratursgk

Litteratursgket bestod hovedsakelig av & lese seg opp pa ngdvendig teori og startet ofte ved a
sgke generelt pa google. Videre ble det sgkt i mer spesifikke databaser som google scholar,
pubmed og oria, hvor det ble brukt mer ngyaktige sgkeord. Google scholar er en sgkebase som
blant annet inneholder vitenskapelige artikler, bgker og rapporter. Pubmed regnes som den
viktigste kilden for faglig informasjon innen medisin og helse, og var derfor den sgkebasen vi
benyttet mest (54). Oria er en sgketjeneste tilgjengelig via NTNU som bestar av en samling av
baker, artikler, tidsskrifter og masteroppgaver (55). Under sgking pa bade oria og pubmed ble
det benyttet NTNU sitt virtual private network (VPN), og dette var til stor hjelp under
litteratursgket da vi fikk tilgang til veldig mange gode artikler og databaser. Ved a tilegne oss
mer informasjon far vi snevret inn sgkene var det enklere a vite hva slags informasjon som var
ngdvendig a fa mer kunnskap om, samt at det ga mye mer forstaelse for teorien som skulle
skrives.

Mye av arbeidet bestod av a fa tydelig oversikt over de grunnleggende prinsippene som en
genotypisk resistenshestemmelse metode gar ut pa. Derfor ble det brukt relativt «enkle» sgkeord
ved litteratursgk til teoridelen som, resistance mechanisms, linezolid, PCR, real-time PCR, osv.
Dette kunne gi hundrevis eller tusenvis av sgketreff som matte blas gjennom for a finne artikler
som vi syntes var brukbare for & svare pa problemstillingen. For a finne enda mer spesifikke
artikler til resultat- og diskusjonsdelen brukte vi bade sammenligningsstudier og en kombinasjon
av sgkeord for & fa mer konkrete resultater. Inklusjonskriteriene som ble benyttet for a avgrense
antall sgketreff var tidsrom, helst innen de siste ti arene, om fulltekst til artiklene var mulig a fa
tilgang pa med eller uten VPN fra NTNU og at spraket var engelsk eller norsk. Et tidsrom innen
ti ar ble valgt pa grunn av at genotypiske resistensbestemmelse er relativt nytt og kan forventes a
utvikle seg i de kommende arene. Derfor ville vi i denne oppgave ha den mest oppdaterte
materialet som mulig. Det var selvfglgelig et krav med tilgang til fulltekst slik at materialet

18



kunne leses og tolkes i sin helhet og pa grunn av at vi behersker bade norsk og engelsk var disse
to sprakene de som kunne benyttes.

| litteratursgket til teoridelen ble eksempelvis sekeordene “linezolid AND resistance AND
staphylococci” benyttet, hvor resultatet ble 589 artikler. Et annet eksempel er

“antibiotic[ Title/Abstract] AND resistance[Title/Abstract]) AND mechanism”, hvor det ble
huket av for de 10 siste arene, og hvor det ble 8688 artikler. Ved a sgke etter materialet til
prinsipper om PCR ble sgkeordene (polymerase chain reaction[Title]) AND PCR|[Title] brukt og
huket av for fulltekst, tidsrom innen de siste 10 arene, engelsk/norsk sprak, som farte til 220
soketreff.

Til resultat- og diskusjonsdelen ble eksempelvis sgkeordene “((linezolid resistance) AND
Staphylococcus aureus) AND "Comparative Study”[pt],” brukt og huket av for fulltekst med et
tidsrom innen de siste 10 arene som farte til 90 artikler. Et annet eksempel for & finne materialet
spesifikt til problemstillingen ble sgkordene “((((Linezolid resistance[Title]) AND susceptibility
testing) AND MRSA) AND Phenotypic) AND Genotypic” brukt, hvor det ble 6 sgketreff.

Nettsider som mesh.uia.no ble benyttet for a finne synonymer til sgkeordene for & utvide sgket.
Vitenskapelige artikler publisert i de nevnte databaser, relevante nettsider samt leerebgker brukt
innenfor celle og molekylar biologi og molekyler genetikk, var hovedkildene som ble benyttet i
denne oppgaven.

2.3 Validitet og reliabilitet

«Validiteten angir hvilken grad de innsamlede data representerer det vi gnsker & male.
Validiteten er relatert til gyldigheten i studien og sier noe om hvor godt datamaterialet illustrerer
kjernen i de problemstillingene som studien skal belyse» (56). Med hensyn til den teoretiske
problemstillingen som vi har valgt a svare pa, vil validiteten representerer metodens
dokumentarbarhet. Dette svarer pa spgrsmalet om hvor godt vart valg av litteratur var og hvor
representativt litteraturens innhold er i forhold til resultatene vi har kommet fram til.

«Reliabilitet testes ved etterproving ... Reliabilitet er et mal pd om man maler pa rett mate» (56).
| sammenheng med at vi har valgt litteraturstudie som metode, som baserer seg pa en
datagjennomgang, vil det si at reliabiliteten er et mal om selve innhenting av skriftlige materiale
og at dette ble utfart pa en sikker og tydelig mate slik at oppgaven kan gjennomfgres av en annen
med tilsvarende resultater.

Av vitenskapelige artikler ble pubmed og oria hovedsakelig benyttet. Farst og fremst var de lett
tilgjengelige for oss og i og med at pubmed er oppgitt av helsebiblioteket og NTNU som en kilde
til forskning, ble det sett som en troverdig database a kunne bruke. Paliteligheten av de enkelte
kildene ble likevel vurdert baserte seg pa hva slags type litteratur det var, utgivelsesar og
forfatteren(e). Det ble ogsa sjekket publiseringssted, hvordan oppbygningen av artikkelen var, og
om det var en god og variert litteraturliste. Enkelte artikler som er benyttet i denne oppgaven er
utgitt pa tidlig 2000-tallet, men her ble informasjonen i artikkelen sjekket opp mot andre artikler
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for & se om den var palitelig nok. Enkelte kilder ble ogsa funnet gjennom litteraturlistene til
relevante artikler.

Ved valg av materiale, ble det foretrukket a finne og bruke vitenskapelige artikler som kun
omhandlet relevant teori. Dette var gunstig bade for & snevre inn antall artikler under sgking,
samt at informasjonen som ble funnet skulle veare aktuelt for oppgaven. Det ble ogséa benyttet
primarkilder sa langt det var mulig.

Sek etter relevant litteratur i form av bgker ble hovedsakelig oria og nasjonalbiblioteket benyttet.
Paliteligheten baserte seg pa fagligbakgrunn og utdanningsniva til de ulike forfatterne og arstallet
for utgivelsen. Ikke minst at bgkene tilhgrte de relevante fagene som dekker konseptene og
prinsippene som ble diskutert og forklart i innledningen.

Av nettsider ble paliteligheten vurdert ut ifra utgiver, forfatter, om det var oppgitt referanser og
arstall med eventuelle oppdateringer. Eksempelvis ble det benyttet artikler publisert pa
folkehelseinstituttet.no, helsedirektoratet.no og stolav.no, noe som anses som palitelige kilder da
dette er statlige institusjoner og sykehus. Et annet eksempel er nettsiden til firmaet
ThermoFischer Scientific; et selskap som tilbyr utstyr, reagens, software med mer, og ogsa
instrumenter som benyttes ved genotypisk resistensbestemmelse. Som produsent beregnes derfor
dette ogsa som en palitelig kilde. Eucast.org er en annen nettside som ble brukt til innhenting av
informasjon til resultat- og diskusjonsdelen. Denne nettsiden fant vi palitelig fordi det er en
vitenskapelig organisasjon som lager de standardiserte metodene og brytningspunktene for
resistenshestemmelse som sykehus og laboratorier bruker.

2.4 Etiske sider

| og med at denne oppgaven baserer seg pa litteratur funnet pa internett, har det veert viktig a
kreditere referansene korrekt. Dette er ngdvendig for & unnga plagiering (direkte kopi av tekst
uten referanse), samt at leseren skal kunne finne igjen referansene, sette seg inn i stoffet eller for
a kunne etterprgve resultatene (57).

2.5 Feilkilder

Etter hvert som denne oppgaven har blitt skrevet har det veert mye preving og feiling, og pa
grunn av dette har det kommet fram noen punkter som kunne gjort oppgaveskrivingen enklere og
mer effektiv. For det farste kunne det med fordel ha blitt brukt VPN mye tidligere i oppgaven, da
dette ikke ble tatt i bruk for uke 2-3 av skrivingen. Dette skal likevel ikke ha hatt noen stor
betydning for oppgavens helhet. Et annet punkt var at det kunne ha vert mer konsekvent bruk av
AND og OR for & avgrense sgketreff og a gjare litteratursgkingen enda mer effektiv. Ellers var
det meste av litteraturen som ble brukt skrevet pa engelsk, noe som kan ha medfart til
oversettelsesfeil. Dette har vi etter beste evne prgvd a unnga ved a tolke riktig og oversette.

20



3. Resultater og diskusjon

3.1 Oppfaelging av linezolidresistensen

Linezolid ble godkjent for klinisk bruk i USA i 2000 (58) og i Norge i 2001 og er som sagt
effektiv mot multiresistente bakterier som MRSA (59). Pa grunn av antibiotikumets syntetiske
forbindelser skulle den gi en redusert sannsynlighet for utviklingen av naturlige forekommende
resistensmekanismer (60). Likevel ble det pavist linezolidresistens hos MRSA i USA i 2001
(61), og farste tilfelle av resistens hos MRSA og MSSA i Norge i 2016 (personlig meddelse).
Dette er problematisk da linezolid er blant de siste effektive antibiotikamidlene mot MRSA.
Likevel er linezolidresistens hos Staphylococcus aureus fremdeles sjeldent ifglge EUCAST (62)
med en global resistens dokumentert pa 0,05% (63). Oppfalgingen av linezolidresistens skal
falges tett og skjer ved bruk av fenotypiske metoder som agardiffusjon eller E-test, samt
genotypiske metoder som PCR. Det er her det har dukket opp utfordringer.

3.2 Utfordringer og uoverensstemmelser ved bruk av fenotypiske
resistensbestemmelser

Fenotypiske metoder er enkle, billige og kan benyttes pa alle typer bakterier, samt at det kan
testes for mange ulike antibiotika samtidig. Ikke minst er metodene standardiserte, noe som i
teorien skal sikre at resultatene er like og korrekte uansett hvem og hvor testene utfares. Til tross
for at fenotypiske resistensbestemmelser er standardiserte har EUCAST gjort det klart at
metodene, for eksempel MIC-analyser, har variasjoner i MIC-verdiene, og dermed ikke alltid er
palitelige. Selv om det i tillegg benyttes referansemetoder, kan MIC-verdiene variere pa dagen
og med den som utfarer selve testen (31). Resistensbestemmelse av MRSA mot linezolid har
vist seg a spesifikt gi vanskeligheter ved avlesning, der variasjonen i rapporterte
hemmingssoner er stor. Se figur 15 for oversikt over fordeling av dokumenterte hemningssoner
til MRSA mot linezolid.
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Linezolid / Staphylococcus aureus MRSA
International wild type zone diameter distribution - Reference database 2020-04-17
EUCAST disk diffusion method

Distributions include collated data from multiple sources, geographical areas and time periods and can never be used to infer rates of resistance
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Figur 15: Viser spredningen og fordelingen av hemningssonene til MRSA mot linezolid. (55)

Med et brytningspunkt pa 21 mm (31), er mange av de rapporterte stammene langt over
grensen for & veare sensitiv, men stadig flere tilfeller blir rapportert med mindre
hemmingssoner. Hos St. Olavs hospital, Avdeling for Mikrobiologi, har de ogsa uttrykt sine
meninger om fenotypiske resistensbestemmelser av MRSA mot linezolid: resistensoppsettet
blir «krevende a lese av pa grunn av at linezolid er bakteriostatisk og sonene far dermed en del
«slgrvekst» og kan bli vanskelig & sette «cut-off». Far var grensen 23 mm, men na er den satt
ned til 20-21mm. Dermed er det flere som kommer under «resistent» som kan veere resistente
eller som er sensitive» (Direkte sitat fra Torunn Gresdal Rgnning, St.Olavs Hospital). Se figur
16 for hvordan hemningssonen til MRSA er, og hvordan denne “slerveksten” ser ut.
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Figur 16: Viser en MillerHinton agar i et resistensoppsett for MRSA, hvor LZD-tabletten er linezolid. Her er bakterien sensitiv mot
linezolid, men bildet viser likevel “slgrveksten” (se sirklene). Det er denne slgrveksten som gjgr at det er vanskelig G avlese
hemningssonen. (Bilde tatt av Nasjonalt referanselaboratorium MRSA ved St.Olavs Hospital)

Slgrvekst og usikkerheten ved avlesning av brytningspunktet er ikke det eneste problemet som
finnes med fenotypisk resistensbestemmelse av linezolid mot MRSA. Sa tidlig som i 2012
viste et forskningsprosjekt begrenset detekterbarhet av linezolid resistente Staphylococcus
aureus ved bruk av E-test. Stammene hadde pavist mutasjoner i domene V i 23S rRNA,
bekreftet med PCR. Likevel ble 78% av de resistente stammene feilklassifisert som sensitiv
ved bruk av standard resistensagar og inkubasjonstid (64). Enda tidligere, i 2008, ble det
observert at cfr-mediert linezolidresistens i MRSA ikke ble detektert ved bruk av agardiffusjon
0g E-test ved standard inkubasjonstid. Etter 24 timers inkubasjon var stammene lest av som
sensitiv, men etter 48 timers inkubasjon utviklet det seg en dobbel hemmingssone som viste
seg a veere resistent (62). Studien konkluderte med at en begrenset pavising av
linezolidresistens ved bruk av standard prosedyrer, og at en lenger inkubasjonstid kan veere
ngdvendig.

Mulighet for «stille mutasjoner» er en annen grunn som gir arsak til bekymringer nar det
gjelder uoverensstemmelser mellom fenotypiske og genotypiske uttrykk hos
bakteriestammene. | en artikkel publisert av K-res i 2016 beskrives det et utbrudd forarsaket av
skjulte resistensegenskaper i en annen type gram positiv bakterie, der selve bakterien hadde et
resistensgen, men som var slatt av og ikke kom til uttrykk ved bruk av fenotypiske metoder far
antibiotikabehandlingen ble satt i gang (66). Anbefalingen i dette tilfellet var & benytte en
spesifikk utviklet PCR-analyse i tillegg til standard fenotypiske metoder. Med hensyn til
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linezolidresistens hos MRSA er det, sa langt vi vet, ikke enda dokumentert slike skjulte
resistentegenskaper, men det er kjent at Staphylococcus aureus ofte er bearer av inaktiverte
gener som koder for antibiotikaresistens (67).

Graden av resistens vil ogsa vaere avgjerende ved bestemmelse om en bakteriestamme er
resistent eller ikke. Linezolidresistens i Staphylococcus aureus viser seg a ha en direkte
proporsjonalitet med antall mutasjoner i 23S rRNA gener (68) (66). Dette kan tolkes at ved
mindre antall mutasjoner i 23S rRNA, vil bakterien vise en lavere grad av resistens
sammenlignet med en bakteriestamme som har akkumulert flere mutasjoner. Fenotypiske
analyser kan da vere uegnet for denne type pavisning, i og med at bakterien allerede har utviklet
kjente resistensgener som kan vere vanskelige a detektere. En spesifikk PCR-analyse vil derimot
kunne pavise disse genene direkte, slik at det unngas slike uoverensstemmelser.

3.3 Utfordringer ved bruk av genotypiske resistensbestemmelser

PCR-analyser skiller seg fra standardiserte fenotypiske metoder ved at de krever lite
utgangsmaterialet for & fa amplifisert PCR-produkt slik at man slipper & dyrke bakteriekolonier
med langinkubasjonstid. Analysen kan utfares direkte pa prevematerialet og er sveert egnet for
bruk pa mikroorganismer som er vanskelig a dyrke (38). Ved bruk av spesifikke og validerte
primere vil ikke forurensning veere en stor risiko og kommersielle test-kits er tilgjengelig for
Kjop som gjer det lett & fa etablert en PCR-metode i laboratoriet (42).

Genotypiske resistensbestemmelser er likevel ikke uten ulemper. PCR-analyser er for det farste
dyrere enn fenotypiske resistenstester. De krever dyre instrumenter, utstyr og reagenser med
spesifikke krav om vedlikehold. I tillegg er det ngdvendig a vite hvilke gener man er ute etter
for & analysere bakteriene, samt at de krever hver en spesifikk utviklet PCR-analyse for
pavisning (38). For eksempel har det vaert problemer pa grunn av at MRSA kan inneha enten
mecA- eller mecC-genet, og det har veert tilfeller hvor MRSA har blitt tatt for & veere MSSA
fordi det kun ble analysert for mecA-genet, og ikke mecC (70).

En av ulempene med genotypisk resistensbestemmelse er at metodene ikke er standardiserte.
Dette medfarer en del arbeid for & kunne utvikle og validere en PCR-metode, som igjen kan fare
til mange potensielle problemer. Per i dag er det ikke utviklet en PCR-analyse for pavisning av
cfr, optrA og poxtA gener som koder for linezolidresistens hos MRSA. Dette betyr at det ma
designes og valideres bade primere og prober til analysen, samt skal det optimaliseres med
hensyn til hybridiseringstemperatur.

Nar det brukes primere vil det vaere en mulighet for uspesifikk binding, som vil si at primeren
binder seg til en sekvens som er lik malsekvensen, men ikke identisk, og videre farer til
amplifikasjon av feil gensekvens (71). Med multiplex-PCR der flere DNA-sekvenser
amplifiseres samtidig i samme reaksjonsbrgnn, gkes det risiko for primer-dimer-dannelse
mellom forward og revers-primere, som vil si at primerne binder seg til hverandre og ikke til
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malsekvensen (41). | begge tilfellene vil det farer til amplifikasjon av uspesifikke PCR-produkter
og analysen mislykkes.

Videre er det viktig a tilpasse temperaturen ved de ulike trinnene i PCR-metoden til primerne for
a finne den optimale temperaturen. Dette ma gjares for hver analyse, og det gjeres ved a
analysere med ulike temperaturer (72). Dette tar tid og bruk av dyre reagenser som primere 0g
prober far selve analysen kan godkjennes for bruk i en klinisk omsetning.

Disse generelle utfordringene som en genotypisk metode kan ha, kan likevel lgses pa ulike
mater. Primer-dimer dannelse forbygges ved at det velges basesekvenser som ikke viser selv-
komplementaritet (71), og uspesifikke bindinger hindres ved at primer valg valideres av ulike
valideringsprogrammer pa forhand (73). Videre vil bruk av agarose gelelektroforese som
deteksjonsmetode kontrollere at amplifisert PCR-produkt er av riktig starrelse og dermed
korrekt. Ved real-time PCR vil bruk av TagMan-prober gi en gkt spesifikk binding mellom
proben og malsekvensen, og dermed gkt sannsynlighet for at det produseres ekte
fluorescenssignal (74). Det finnes i tillegg mye litteratur som beskriver hvordan en slik PCR-
analyse optimaliseres og de ulike faktorene som kan pavirke eventuelle resultater (51) (75) (76)
(77).

Med hensyn til genene som koder for linezolidresistens, nemlig cfr, poxtA og optrA, er disse
gensekvensene allerede kjent og forsket pa i ulike bakteriestammer (78) (27) (75). Det kan derfor
vaere en fordel med multiplex real-time PCR for a teste de ulike genene samtidig. Dette er
gunstig bade med tanke pa arbeid, tid og kostnader (74).

3.4 Konklusjon

Linezolidresistens hos Staphylococcus aureus er sjeldent, men likevel bekymringsfullt nar det
gjelder behandling av MRSA. Uoverensstemmelser mellom fenotypiske og genotypiske
resistenshestemmelser kan veere en av arsakene til at linezolidresistens underrapporteres og spres
videre via overfgrbare resistensgener. Til tross for ulempen hos genotypiske
resistensbestemmelser nar det kommer til standardisering av metodene, samt starre kostnader, gir
likevel ngyaktigheten av a pavise gener store fordeler nar det er usikkerhet rundt fenotypiske
resistenshestemmelser. Behovet for a detektere resistensgener som koder for linezolidresistens
har allerede fart til at det har blitt utviklet en multiplex-PCR for deteksjon av genene cfr, poxtA
og optrA hos enterokokker (78). Dette kan brukes til & lage en hgyst ngdvendig PCR-analyse for
MRSA. Likevel ma det tas hensyn til de internasjonale standardiserte fenotypiske metodene som
er av stor nytte i dag. | en rapport fra EUCAST konkluderte en subkomite at
helgenomsekvensering kan erstatte fenotypisk testing nar det gjelder overvakning av resistens
hos S. aureus da korrelasjonen mellom fenotypi og genotypi er relativt god. Metoden er likevel
ikke god nok til a kunne alene erstatte fenotypiske metoder hvor formalet er a veilede i
pasientbehandling (9). Med hensyn til materialet som har blitt funnet og presentert, mener vi at a
benytte og gke bruken av genotypiske metoder vil kunne bidra til bedre kontroll av
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linezolidresistens hos MRSA. Dette kan gi bedre og enklere kontroll over forekomsten av
resistensgenene cfr, poxtA og optrA, og dermed resistensutviklingen hos MRSA. En dag vil
kanskje genotypisk resistensbestemmelser erstatte fenotypiske resistensbestemmelser?
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