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Abstract

Antibiotic resistance is a growing, global issue that in a near future threatens to result in that
common infections, caused by pathogenic bacteria, cannot be treated. Today, there are already
outbreaks of resistant bacteria where the patients cannot be cured. This mainly occurs in
hospital environments with patients susceptible to infections. To address this issue, faster
methods to identify plasmids need to be developed and the use of antibiotics needs to decrease.
The faster an outbreak is mapped, the faster a spread can be prevented. In environments
containing a specific antibiotic, only bacteria with resistance to that antibiotic will survive. This
ability can be inherited but also transferred between bacteria if the resistance gene is located on
small, circular DNA molecules, so called plasmids.

In this project, samples from an outbreak of antibiotic resistance at Karolinska University
Hospital have been studied. During this outbreak, 17 newborn babies at two neonatal intensive
care units were infected with antibiotic resistant E. coli and/or K. pneumoniae. The resistance
of the bacteria occurred because of a plasmid gene, encoding an enzyme belonging to a group
of enzymes called ESBL (Extended Spectrum Beta-Lactamases). The aim of this project was
to examine the spread of the plasmid carrying the resistance gene. The examination included
both the spread between the different species of bacteria and between the patients. Furthermore,
the study was made to decide whether the same plasmid caused the outbreak.

Several experiments with plasmid samples from three children were performed with a method
called Optical DNA Mapping. The samples were marked with two molecules, and one of them
was fluorescent. They were studied with fluorescence microscopy and a pattern with
information about the approximate sequence of the plasmid was obtained. The analysis of the
results showed that plasmids with almost the same size were found both in different patients
and bacterial species. The pattern showed that the most common plasmid was found in two
patients and in different bacterial species, verifying its transfer between both species and
patients. The most common plasmid was not found in the third patient and therefore no final
conclusions if this plasmid caused the entire outbreak could be drawn.

Optical DNA Mapping is a well working method but improvements need to be made in order
to map the spread of plasmids faster and easier.

Keywords: Antibiotic resistance, Optical DNA Mapping, ESBL, E. coli, K. pneumoniae,
plasmids



Identifiering av plasmider som orsakade ett utbrott av antibiotikaresistens pa

Karolinska Universitetssjukhuset

JENIFER BJORKMAN, BEATRICE D’AUBIGNE, ELIN HARALDSSON,
AMANDA LINDENMEYER ASADI, ISABEL RUNNEBERGER & MEDINA VELIC
Institutionen for Biologi och Bioteknik

Chalmers Tekniska Hogskola

Sammanfattning

Antibiotikaresistens ar ett vaxande, globalt problem som inom en snar framtid hotar kunna leda
till att vanliga infektioner orsakade av patogena bakterier inte langre gar att bota. Redan idag
sker utbrott av resistenta bakterier dér patienterna inte kan botas, ofta pa sjukhusavdelningar
med infektionskéansliga patienter. For att hantera problemet maste snabbare metoder for att
identifiera plasmider utvecklas och antibiotikaanvdndandet minskas. Ju snabbare ett utbrott
kartlaggs desto snabbare kan atgarder som hindrar spridning vidtas. | narvaro av ett specifikt
antibiotikum kommer endast bakterier med motstandskraft mot detta antibiotikum att Gverleva.
Denna formaga kan arvas men dven 6verforas mellan vissa bakterier ifall resistensgenen ar
lokaliserad pa sma, cirkuldara DNA-molekyler, sa kallade plasmider.

| det har projektet har prover fran ett antibiotikaresistensutbrott pa Karolinska
Universitetssjukhuset studerats. 17 nyfodda barn pa tva neonatalavdelningar var smittade med
E. coli och/eller K. pneumoniae vars antibiotikaresistens var orsakad av att de bar pa en
plasmidgen kodande for ett enzym som tillnér en grupp enzymer som kallas ESBL (fran
engelskans Extended Spectrum Beta-Lactamase). Syftet med projektet var att undersoka
spridningen av plasmiden barande pa resistensgenen. Bade spridning mellan bakteriearter och
patienter undersoktes. Fortséattningsvis genomfordes studien for att bestimma om huruvida
samma plasmid orsakade utbrottet.

Flertalet laborationer med optisk DNA-kartlaggning har gjorts pa plasmidprover fran bakterier
i tre av barnen. Proverna marktes in med tva molekyler, varav den ena fluorescerande. Proverna
studerades i nanofluidchip med fluorescensmikroskopi och ett ménster som ger information om
den ungefarliga sekvensen pa plasmiden erholls. Analys av resultatet visade att det fanns flera
plasmider av liknande storlek i bade olika patienter och hos olika bakteriearter. Det framtagna
monstret visade att den vanligast forekommande plasmiden fanns i tva av patienterna och i olika
bakteriearter, vilket verifierade dess 6verforing mellan bade patienter och bakteriearter. Denna
plasmid kunde inte hittas i den tredje patienten och dérfor kan inga definitiva slutsatser dras att
just denna plasmid var orsaken till hela utbrottet.

Optisk DNA-kartlaggning ar en val fungerande metod, men forbattringar behdver goras for att
kartlaggning av plasmidspridning ska kunna utforas bade snabbare och enklare.

Nyckelord: Antibiotikaresistens, optisk DNA-kartlaggning, ESBL, E. coli, K. pneumoniae,
plasmider
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1. Inledning

Antibiotika har sedan 1950-talet anvants som universalmedel for att bota infektioner. Pa grund
av Overdriven anvandning, som gynnat spridning av antibiotikaresistens mellan bakterier, har
effektiviteten hos antibiotika minskat [1][2]. Inga nya klasser av antibiotika har upptackts sedan
1980-talet vilket gor det vasentligt att bevara effektiviteten hos de redan existerande genom att
minska spridning av resistens. Varldshalsoorganisationen (WHO) rapporterar att antibiotika-
resistens idag ar ett av de storsta hoten mot ménsklig hdlsa, dar vanliga infektioner och mindre
skador inom en snar framtid férutspas kunna leda till doden [1]. I sjukhusinréttningar kan
spridning av resistenta bakterier ske snabbt och ge upphov till allvarliga konsekvenser hos redan
utsatta manniskor [3]. Forutom hélsoriskerna &r antibiotikaresistens kostsamt [1][4]. Den
globala kostnaden forvantas na upp till 100 000 miljarder amerikanska dollar ar 2050 om ingen
forandring sker. Detta baserat pa en rapport fran expertorganisationen The Review on
Antimicrobial Resistance som sammanstélldes ar 2014 [5].

Gener for antibiotikaresistens kan spridas mellan bakterier genom 6verforing av cirkuléra
DNA-molekyler, sa kallade plasmider. Detta majliggor forflyttning av gener mellan olika arter
och stammar av bakterier [6], till exempel fran en tarmbakterie till en annan [7]. En typ av
resistens som spridit sig snabbt 6ver varlden &r orsakad av en grupp enzymer som bendmns
ESBL (fran engelskans Extended Spectrum Beta-Lactamase), vilket ar en undergrupp till
betalaktamaser. Betalaktamaser ar ett samlingsnamn for enzymer som kan inaktivera nagon
form av betalaktamantibiotika, till exempel penicilliner och cefalosporiner [8], som &r nagra av
de mest frekvent anvanda antibiotikasorterna [9]. ESBL har ett bredare spektrum da de kan
inaktivera flera, eller alla, av dessa antibiotikasorter [8]. Generna som kodar for ESBL-
produktion &r ofta lokaliserade pa plasmider vilket leder till att bakteriers formaga att producera
de specifika enzymerna sprids snabbt. ESBL hittas bland annat hos enterobakterierna
Escherichia coli (E. coli) och Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). Dessa tillhor en familj
av bakterier som ar vanligt forekommande i mag-tarmkanalen. | nuldget existerar endast en
grupp av betalaktamantibiotika, karbapenemer, som ESBL-producerande bakterier i de flesta
fall fortfarande ar kansliga for. For att denna egenskap inte ska ga forlorad anvands detta
antibiotikum ytterst sallan inom sjukvarden. Rapporter har dock pavisat att nya typer av ESBL
aven kan inaktivera karbapenemer [9].

Det finns ett tydligt samband mellan resistens orsakad av ESBL-producerande bakterier och
hdg anvandning av antibiotika. Den frdmsta spridningsvagen for dessa bakterier sker inom
varden och ar orsakad av bland annat bristfalliga hygienrutiner dar varken hander, klader eller
utrustning ar tillrackligt sterila [9]. Idag &r bakteriestammar som bar pa ESBL-producerande
plasmider vanligare utomlands, exempelvis i Sydostasien [9][10]. Under de senaste aren har
utbrott pa sjukhus intraffat allt oftare dven i Sverige. Bland annat pa neonatal-, brannskade-,
och urologavdelningar [9][11].

Under 2008 intraffade ett utbrott av ESBL-barande bakterier pa tva neonatalavdelningar pa
Karolinska Universitetssjukhuset i Stockholm. Dessa bakterier, av arterna E. coli och
K. pneumoniae, hade bildat kolonier i tarmarna hos 17 nyfodda barn. Tre av dessa patienter
avled under sjukhusvistelsen, dock inte som en direkt foljd av infektioner orsakade av de
resistenta bakterierna. Flera av barnen som var smittade hann skickas vidare till andra sjukhus
innan utbrottet konstaterades genom provsvar [12].



Karolinska Universitetssjukhuset har genomfért en studie pa hur lang tid efter utskrivning de
nyfodda barnen fortfarande testats positivt for ESBL-producerande bakterier. De tre patienterna
som avled innan utskrivning inkluderades saledes inte i studien. | Tabell 1 presenteras de ESBL-
producerande bakteriernas forekomst hos de 14 patienterna fran studien. Prov 1 &r det forsta
ESBL-positiva provet som tagits fran varje patient och provet 0-2 m motsvarar utskrivnings-
provet. Efterfoljande prov &r tagna olika antal manader efter utskrivning. En av patienterna
avled under studiens gang.

Tabell 1. Forekomst av olika ESBL-producerande bakterier hos 14 patienter som vardats pd tva
neonatalavdelningar pa Karolinska Universitetssjukhuset mellan ar 2008 och 2009. Prov 1 ar forsta provet med
positivt provsvar och m indikerar antal ménader efter utskrivning.

Patient | Prowv 1 F2m 3-dm 5-6m 7-8m S-10m 11-12m | 13-14m | 15-16m |17-18m | 15%20m |21-22Z2m
. N C N B o N B ! B I DO O

2. P8562696°5209h°69620205620/85259620205653202626°62058 E.U. e, 5265620962348 2.l
[ 2.l el

. I

K. pneumaniae m E. coli - E. coli, K. pneumaoniae
I:I Ingen vaxt Ej utférd provtagning
I:I C. freundii, E. coli I:I C. freundii, K. pneumaniae - C. freundii, E. coli, K. pneumonias

Liknande utbrott har dven skett pa flera andra sjukhus, sasom Drottning Silvias barnsjukhus i
Goteborg [13], Akademiska sjukhuset i Uppsala [14] och Centrallasarettet i Vasteras [15].
Dessa utbrott visar att det behdvs mer effektiva metoder for att snabbt kunna sékerstalla
smittbarare och pa sa vis minska konsekvenserna av likartade utbrott.

For att klargora spridningen av antibiotikaresistens pa Karolinska Universitetssjukhusets
neonatalavdelningar mellan ar 2008 och 2009 har utbrottet studerats narmare i detta projekt.
Huvudsyftet var att undersdka om en och samma ESBL-bérande plasmid kunde aterfinnas i
bakterierna, K. pneumoniae och E. coli, som orsakade utbrottet i olika patienter. | detta projekt
eftersoktes plasmider innehéallande ESBL-gener ur gruppen CTX-M-1. Undersokning av
proverna genomfordes med en metod kallad optisk DNA-kartlaggning (fran engelskans Optical
DNA Mapping). Med den information som genererats fran undersokningen kommer slutsatser
kunna dras om plasmiden forflyttats mellan bade bakteriearter och patienter. Utver detta var
malet dven att utvardera metoden for att avgéra om den mojliggor snabbare kartlaggning av
plasmider och deras resistens an vad alternativa metoder gor. | samrad med Karolinska
Universitetssjukhuset valdes prover fran tre av de totalt 14 patienterna, se Tabell 1. De utvalda
patienterna var patient 8, 11 och 13.



2. Teoretisk bakgrund

| detta avsnitt presenteras en teoretisk bakgrund for projektet. Inledningsvis beskrivs bakteriers
struktur och bestandsdelar med sarskilt fokus pa bakteriers genetik, framst i form av plasmider.
Dérefter redogérs for plasmiders roll i spridning av antibiotikaresistens samt metoder for att
kartlagga plasmider. Dessutom introduceras teorin bakom mikroskopi och metoden optisk
DNA-kartlaggning som anvénts i projektet. Slutligen forklaras bakgrunden kring CRISPR-
Cas9, eftersom detta &r en del i utvecklingen av metoden optisk DNA-Kartlaggning. En ordlista
finns bifogad i Appendix F.

2.1. Bakteriers uppbyggnad och struktur

Bakterier ar mikroskopiska, encelliga organismer [16]. Den intracelluldra strukturen hos
bakterier bestar framst av cytoplasma, ribosomer och DNA [17]. Till skillnad fran eukaryota
celler, som finns i till exempel ménniskor, saknar bakterieceller en membranomsluten kérna
vilket resulterar i att DNA finns fritt i cytoplasman [18]. Detta DNA utgoérs av en cirkular
kromosom innehallande de flesta gener och plasmider som kan variera i antal. Pa kromosomen
hittas de gener som styr bakteriens grundldggande funktioner. Liksom kromosomen &r
plasmider cirkuldara men forhallandevis sma [17] och viktiga for bakteriens evolution och
anpassningsformaga [19].

Det &r vanligt att bakterieceller ar forsedda med utskott pa sin yta som ger bakterien rorelse-
och vidhaftningsformaga. Rorelseférmagan ges av flageller vilka har en lang, vagformad
struktur. Den vidhaftande formagan utgors av pili som ar farre till antal och kortare jamfort med
flageller. Dessa organeller underlattar konjugation; en DNA-Overforingsmekanism som sker
mellan bakterieceller [17] och som beskrivs mer ingaende i Avsnitt 2.2.1.

2.2. DNA-molekylers uppbyggnad och egenskaper

DNA-molekyler béar pa den genetiska informationen i allt kant liv och &r uppbyggda av tva
strdéngar med nukleotider som tillsammans bildar en spiral, d&ven kallad DNA-helix. En
nukleotid bestar av sockret deoxiribos, en fosfatmolekyl och en kvéavebas. | DNA finns fyra
olika kvavebaser: adenin (A), guanin (G), cytosin (C), och tymin (T) [17], se Figur 1. De tva
nukleotidkedjorna i DNA halls ihop av vatebindningar mellan kvéavebaserna [20] och
nukleotiderna pa varije strang binder kovalent till varandra [17]. Utsidan av DNA-strangen tacks
av socker och fosfat, och fungerar som DNA-molekylens ryggrad. Fosfatjoner ar negativt
laddade och darmed kommer hela DNA-molekylen att vara negativt laddad [20].

Figur 1. Kvéavebaserna adenin (A), tymin (T), guanin (G)
och cytosin (C) binder till varandra. A binder till T med
tva vétebindningar och G till C med tre vatebindningar.
DNA-spiralen har mer 6ppna omraden som benamns
stora faran och trangre omraden som kallas lilla faran. De
flesta molekyler som interagerar med DNA binder in till
stora faran da det ar inom detta omrade det finns mest
plats.




Kvavebaserna ar komplementara till varandra. A binder till T med tva vatebindningar och G
binder till C med tre vétebindningar. Att G binder till C med fler vatebindningar medfor att de
binder starkare till varandra i jamforelse med A och T [20]. DNA-strdngarna sveper sig om
varandra och bildar den karakteristiska DNA-spiralen. Denna spiral har mer 6ppna omraden av
kvavebaser, stora faran, och trangre omraden, lilla faran, vilket illustrerades i Figur 1. De flesta
molekyler som interagerar med DNA binder in till stora faran da det ar inom detta omrade det
finns mest plats. Sma molekyler kan dock binda in till lilla faran [17].

2.2.1. Plasmiders uppbyggnad och dverforingsmekanismer

En plasmid &r en ringformad DNA-molekyl som framst finns hos bakterier men dven hos vissa
eukaryoter, till exempel svampar [21]. Langden pa en plasmid kan variera mellan sa fa som
nagra tusen till flera hundra kilobaspar (kbp) [19], vilket kan jamféras med exempelvis
kromosomen hos en E. coli-bakterie som ar ungefar 4,5 megabaspar (Mbp) lang [22]. Plasmider
kan ge bakterier fordelaktiga egenskaper i form av bland annat motstandskraft mot antibiotika
[19].

Det finns flera olika satt for en bakterie att fora 6ver genetiskt material till en annan. De olika
overforingsmekanismerna &r transduktion, transformation och konjugation. Transduktion
innefattar 6verforing av DNA med hjélp av virus fran en bakteriecell till en annan [23].
Transformation innebér att extracellulart DNA blir inkorporerat i mottagarcellens genom.
Liksom vid transduktion kan transformation leda till en andring av det kromosomala DNA:t
[24]. Overforing av DNA kan &ven ske via konjugation dar plasmider éverfors mellan bakterier.
Detta kréver att plasmiden har en uppséttning gener som kodar foér enzymer och extracelluldra
organeller. En av organellerna ar pili, vars vidhaftande formaga kan skapa kontakt mellan givar-
och mottagarbakterien. Nar kontakt har upprattats klyvs en av DNA-strangarna i plasmiden
med hjalp av enzymer. En av enkelstrangarna kan darefter foras over fran givarcellen till
mottagarcellen, varpa en replikation kan starta i bada cellerna. Detta resulterar i att en kopia av
plasmiden aterfinns i bada cellerna och darmed bibehalls givarbakteriens egenskaper [25], men
aven mottagarbakterien erhaller dessa egenskaper och blir pa sa vis en givarbakterie [26].

2.2.2. Extrahering av plasmider ur celler

Plasmider kan extraheras fran bakterier pa olika satt. Gemensamt for de olika metoderna ar att
cellvaggen maste brytas ner, lyseras, for att de olika cellkomponenterna ska frigoras. Detta kan
till exempel goras genom att bakterierna behandlas med det spjalkningskatalyserande enzymet
lysozym, varefter de varms i kokande vattenbad. Det kan ocksa goras med alkalisk lysering
[27] dar natriumdodecylsulfat, SDS (fran engelskans Sodium Dodecyl Sulfate), anvéands for att
I6sa upp cellmembranet. En alkalihydroxid, till exempel natriumhydroxid, tillsatts och vid
upplésning blir 16sningen basisk. Detta denaturerar de extraherade proteinerna och separerar
DNA-strangarna hos kromosomen. Aven plasmidernas DNA-strangar delas, men haller ihop
eftersom de ar sammanflatade i varandra. Nar en sur l6sning innehdllande till exempel
kaliumacetat sedan tillsatts repareras plasmiderna genom hybridisering dér de enkelstrangade
DNA-ringarna ater satts samman till sin ursprungliga, dubbelstrangade struktur. Kromosomalt
DNA, RNA och proteiner falls ut tillsammans med SDS. Slutligen centrifugeras l6sningen och
plasmiderna kan renas fram ur supernatanten, medan annat cellmaterial finns i pelleten [27][28].



2.3. Antibiotikaresistens

Antibiotika anvands for att behandla bakteriella infektioner och kan verka bland annat genom
att bryta ned bakteriers cellvdggar eller hdmma proteinsyntesen. Bakteriers forsvar mot
antibiotika ar att utveckla resistens, det vill saga motstandskraft mot antibiotika. Utvecklingen
av resistens hos en individuell bakterie kan uppkomma genom de olika Overforings-
mekanismerna som beskrevs i Avsnitt 2.2.1, eller genom mutationer. Endast bakterier som
erhallit genen for en viss typ av antibiotikaresistens dverlever i miljoer innehallandes den typen
av antibiotikum [29]. Pa sa satt kan bakterien leva vidare och de fordelaktiga egenskaperna
sprids i populationen pa grund av det naturliga urvalet [4][30].

Enligt Linus Sandegren, forskare vid institutionen for Medicinsk Biokemi och mikrobiolog pa
Uppsala Universitet, kan det vara en nackdel for bakterier att behalla plasmider som inte ar
gynnsamma for dem, da dessa i sadana fall ar energikravande. Darfor kan en bakteriepopulation
genom det naturliga urvalet bli av med plasmider 6ver tid, ifall dessa inte har en nyttig funktion
i cellen. Ett exempel & om plasmiderna bar pa antibiotikaresistensgener men inte langre utsétts
for miljéer med antibiotika. Daremot kan det dven finnas gener pa de resistensbarande
plasmiderna som utgor andra nyttiga funktioner i bakteriecellen som gor att bakterien behaller
dessa plasmider.

Okad antibiotikaanvandning &r ett globalt problem och 6kningen kommer medféra att
behandlingen av bakterieinfektioner forsvaras. Detta géller dven for transplantationer och
cancerbehandlingar som ar beroende av antibiotika [4][30]. Anvéndningen av antibiotika skulle
kunna minska om patienter snabbt erhdller ratt diagnos sa att de direkt kan forskrivas lamplig
antibiotika for att behandla infektionen [31].

2.3.1. Antibiotikaresistens hos ESBL-bildande bakterier

Som tidigare ndmnt ar ESBL en grupp enzymer som orsakar antibiotikaresistens och bryter ned
flera sorters betalaktamantibiotika [32]. Darmed ger antibiotikabehandling med betalaktamer
inte 6nskad effekt om infektionen ar orsakad av ESBL-bildande bakterier [4]. Bade friska och
sjuka individer kan vara bérare av dessa bakterier men det &r forst i samband med en sadan
infektion som effekten av ESBL visar sig [32]. Dessa bakterier sprids lattare i
sjukhusinrattningar da individer som vistas dar ofta ar kansligare for infektioner &n Gvriga
befolkningen [4]. Det mest effektiva sattet att bota infektioner som har orsakats av ESBL-
producerande bakterier & med hjalp av karbapenemer men det forekommer &ven resistens mot
denna form av antibiotika [1].

E. coli finns normalt i var tarmflora dar de producerar vitamin Kz och férebygger méjligheten
for koloniseringen av patogena bakteriearter [33], men de kan &ven orsaka infektioner i
urinvagar och tarm samt ge blodférgiftning. Flera stammar av E. coli har, genom bland annat
mutationer och Overforing av plasmider, utvecklat resistens mot flertalet penicilliner och
cefalosporiner. Aven K. pneumoniae finns naturligt i tarmen och kan, precis som E. coli, orsaka
infektion i bland annat urinvagar och blodbanor. Flertalet K. pneumoniae-stammar har utvecklat
resistens mot antibiotika och en del varianter av resistens har spridits vidare till E. coli. Till
skillnad fran E. coli har K. pneumoniae en resistensgen som pa naturlig vag gor penicilliner
ineffektiva [1].



2.4. Traditionella metoder for karakterisering av plasmider

Det finns flera olika metoder for att karakterisera plasmider och jamfora dem med varandra. |
detta avsnitt behandlas pulsféaltgelelektrofores, PCR-baserad replikontypning samt DNA-
sekvensering. Pulsfaltgelelektrofores ger information om DNA-molekylers storlek medan den
PCR-baserade metoden som presenteras kan ge information om plasmiders egenskaper,
exempelvis antibiotikaresistens. DNA-sekvensering anvénds for att ge den exakta nukleotid-
sekvensen.

2.4.1. Pulsfaltgelelektrofores

| konventionell gelelektrofores separeras infargat DNA i en gel med hjélp av ett elektriskt falt.
Gelen kan vara gjord av exempelvis agaros eller polyakrylamid, vilka bildar ett natverk som &r
svargenomkomligt for storre molekyler. Det elektriska faltet tvingar de naturligt negativt
laddade DNA-molekylerna att forflytta sig i gelen mot den positiva elektroden och deras
hastighet beror pa molekylernas storlek. Detta resulterar i att molekylerna separeras efter storlek
och ger upphov till ett monster i gelen. Med detta monster kan ungeféarliga molekylstorlekar
bestammas. Dock kommer molekyler storre &n 20 kbp att rora sig genom gelen med samma
hastighet och kan darfor inte separeras med hjalp av denna metod [34].

FoOr att separera molekyler med storlekar upp till 10 Mbp [35] kan pulsféltgelelektrofores, &ven
kallat PFGE, anvandas. En mangd olika typer av denna metod har utvecklats [36] och precis
som i konventionell gelelektrofores utsatts molekylerna for ett elektriskt falt. Detta gor att
molekylerna stracks ut och stéller in sig efter faltet. | PFGE appliceras dessutom ytterligare ett
falt i en annan riktning medan det forsta faltet avldgsnas. DNA-molekylernas rorelser i gelen
kommer da att paverkas och tiden det tar for dem att stélla in sig efter det nya faltet beror pa
molekylernas storlek [34].

PFGE:s reproducerbarhet tycks dock vara lag och metoden kraver mycket arbete och teknisk
utrustning. PFGE genererar information om molekylstorlekar. For att erhalla ytterligare
information om DNA kan PFGE kombineras med exempelvis sekvenseringsmetoder [37].

2.4.2. PCR-baserad replikontypning

Plasmider kan klassificeras efter kompatibilitet dar tva plasmider som inte kan forekomma i
samma cell sags vara inkompatibla. Baserat pa detta delas plasmider in i sa kallade inc-grupper
dar tva inkompatibla plasmider sags tillnéra samma inc-grupp. Denna klassificering ar viktig
for att kunna kartlagga spridning av plasmider [38]. Det har visat sig att det finns kopplingar
mellan egenskaper och inc-grupp. Genom att identifiera plasmidens inc-grupp kan slutsatser
darmed dras angaende dess egenskaper, exempelvis resistens mot antibiotika. Bestamningen av
inc-grupper baseras pa sarskilda sekvenser [39], sa kallade replikon, vilka styr plasmidens
replikation [40]. Vart att notera ar att en och samma plasmid kan innehalla flera replikon. Dessa
replikonsekvenser innehéller dock inte gener som &r nodvandiga for cellens 6vriga funktioner.
Inc-grupper har definierats for enterobakterier, exempelvis E. coli och K. pneumoniae, vilket
mdjliggor tillampning av en metod som PCR-baserad replikontypning [41].



| PCR-baserad replikontypning detekteras plasmidernas replikon genom att anvédnda en PCR-
metod. PCR (fran engelskans Polymerase Chain Reaction) anvands for att skapa manga kopior
av en specifik DNA-sekvens genom anvandning av mindre DNA-fragment, sa kallade primers.
| PCR-baserad replikontypning &r dessa primers komplementéra till redan kénda replikon-
sekvenser som misstdnks finnas i provldsningen. Genom att addera dessa primers till
provlosningen som undersoks samt genomféra en PCR erhalls miljontals kopior av de replikon
som finns ndrvarande i provet. Slutligen jamfors dessa kopior med de redan kénda replikon-
sekvenserna och utifran inc-grupperna erhalls information om egenskaper hos provets
plasmider, vilket baseras pa tidigare kunskap [38][42].

2.4.3. DNA-sekvensering

For att fa ut exakt nukleotidsekvens hos en gen kan den studeras med hjalp av olika DNA-
sekvenseringsmetoder. Som tidigare namnt kan nukleotider férekomma i fyra olika typer
beroende pa vilken kvéavebas de innehaller och sekvensering anvands for att bestimma
ordningen pa dessa nukleotider. Effektivare metoder, kallade nasta generationens sekvensering,
har utvecklats. Gemensamt for dessa metoder &r att DNA Klyvs slumpmassigt och déarefter sker
sekvenseringen varje fragment for sig. Resultatet fran sekvenseringen satts sedan ihop for att fa
fram hela genomets sekvens. DNA-sekvensering ar i och med hopsattningen en tidskrdvande
metod [42]. Nya metoder, tredje generationens sekvensering, som ar under utveckling kan lasa
langre sekvenser. Ett exempel &r SMRT-sekvensering (fran engelskans Single Molecule, Real
Time) dar genomsnittslangden for sekvenser som kan avlasas uppgar till 10 000 bp [43]. Detta
kan jamforas med pyrosekvensering, en ndsta generationens metod, dar avlasning av sekvenser
uppgar till 200-300 bp [42].

2.5. Visualisering av DNA med mikroskopi

Fluorescensmikroskopi &r en mikroskopimetod som anvands for att studera objekt som ar for
sma for att kunna ses med blotta 6gat. Nar en molekyl absorberar ljus exciteras elektroner i
atomerna till hogre energitillstdnd. Nar elektronerna sedan faller tillbaka till grundtillstandet
emitteras fluorescens i form av fotoner [44]. Inte alla molekyler har férmaga att fluorescera
men kan da markas in med ett fargamne med fluorescerande egenskaper, en sa kallad fluorofor.
Nér prover studeras i praktiken anvands ett specifikt filter for att sénda vidare ljus av en specifik
vaglangd som exciterar fluoroforen. Ljuset gar vidare till en spegel som har formaga att bade
reflektera ljus av viss vaglangd och transmittera ljus av en annan, en sa kallad dikroisk spegel,
se Figur 2. Det reflekterade ljuset traffar provet som atersander ljus av en langre vaglangd.
Detta ljus passerar spegeln en andra gang och via ett emissionsfilter leds ljuset till en detektor
som mater emissionsintensiteten [17].

Figur 2. Schematisk bild éver hur ett
fluorescensmikroskop ar uppbyggt. En
ljuskalla sander ut ljus av olika vaglangd
som traffar ett excitationsfilter. | filtret
—— skickas endast ljus vidare av den
Luskalla vaglangd som exciterar fluoroforen i
provet. Det vaglangdsspecifika ljuset
traffar en dikroisk spegel som kan
reflektera ljus av en viss vaglangd och
transmittera ljus av en annan. Det
Objektiv reflekterade ljuset traffar provet som
sedan atersander ljus av langre vaglangd.
Detta ljus traffar spegeln en andra gang
A och via ett emissionsfilter leds ljuset till
—8 _ Prov en detektor som mater emissions-
intensiteten.

Detektor
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2.6. Optisk DNA-kartlaggning

Utvecklingen av optisk DNA-kartlaggning som en metod for plasmididentifiering har pagatt
sedan 1990-talet [45]. Vid ett tidigt skede av metodutvecklingen studerades utstrackta DNA-
molekyler i agaros. Genom att lata losningen stelna gjordes molekylerna immobila och darefter
kunde de klyvas genom tillsats av restriktionsenzym. Fluorescensmikroskop anvéandes for att
observera handelseforloppet och langden pa de fragment som bildades kunde bestammas.
Genom att studera dessa kortare fragment kunde deras ursprungliga position i DNA-molekylen
bestammas utifran redan kanda saten for restriktionsenzymen [46][47].

Vidare utveckling av metoden har introducerat nya satt att stracka ut molekylerna, exempelvis
pa en yta eller i nanokanaler [45]. Grundprincipen &ar dock densamma; DNA marks in med
exempelvis en fluorescerande molekyl och DNA-molekylen stréacks sedan ut for att studeras.
Tack vare inmarkningen kan ett monster, likt en streckkod, observeras och detta monster
anvands for att identifiera plasmider [48]. En férdel med denna metod &r att DNA inte behdver
klonas eller amplifieras utan istéllet studeras en enskild DNA-molekyl i taget [45].

DNA-molekylernas instabilitet ger ett behov av att kunna studera DNA-molekylerna innan de
sonderfaller. Detta har mdéjliggjorts genom utvecklingen av nanofluidchip, vilket &ven 6ékat
reproducerbarheten for metoden. Grundprincipen bygger pa att enskilda DNA-molekyler
strackts ut spontant da de fors in i en nanokanal [49].

2.6.1. Analys av prover i nanofluidchip

Nanofluidchip kan vara utformade pa olika satt enligt Doktor Joachim Fritzsche, forsknings-
ingenjor pa institutionen for Fysik pa Chalmers Tekniska Hogskola. Ett exempel visas i Figur
3 dar chippet ar uppbyggt av fyra proviladdningsbrunnar forbundna med mikro- respektive
nanokanaler. | en artikel av Sparreboom, van den Berg och Eijkel beskrivs det att DNA-
molekyler kan dras in i nanokanaler fran mikrokanalerna genom att en elektrisk spanning eller
tryckskillnad appliceras mellan brunnarna [50]. Pa sa satt stracks DNA-molekylerna ut och kan
studeras med hjalp av fluorescensmikroskop [45].

Provlizddningskrunnar
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Figur 3. Schematisk bild éver hur nanofluidchip kan vara konstruerat. De fyra
provladdningsbrunnar ar férbundna med mikro- respektive nanokanaler.
Bilden &r inte skalenlig.



For att kunna studera DNA-molekyler i fluorescensmikroskop kan de mérkas in med en
fluorofor, exempelvis YOYO-1. Molekylen emitterar ljus ndr den &r bunden till dubbelstrangat
DNA [51] men har lag fluorescensintensitet i I6sning [52]. Det emitterade ljuset kan detekteras
och pa sa satt kan DNA-molekylers langd bestammas [53]. En utveckling av metoden optisk
DNA-kartlaggning, som baseras pa konkurrerande bindning, har gjorts av Fredrik Westerlunds
grupp pa avdelningen for Kemisk Biologi pa Chalmers Tekniska Hogskola. Eftersom YOYO-
1 kan binda till alla regioner pd DNA-molekyler [52] kan netropsin anvandas som steriskt
hindrar YOYO-1 fran att binda in till vissa regioner. Pa sa sétt kan olika regioner pa en DNA-
molekyl identifieras. Netropsin ar en liten molekyl som med hdg affinitet binder till AT-rika
regioner i lilla faran pa dubbelstrangat DNA [54][52]. | Figur 4 illustreras inbindningen av
YOYO-1 och netropsin till DNA-molekylen.

Netropsin YOYO-1

Figur 4. Till vanster visas netropsin, en liten molekyl som md hdg affinitet binder till AT-rika omraden
i DNA. Genom att netropsin binder till dessa omraden hindras fluoroforen YOYO-1, som illustreras till
hoger, fran att binda in.

Genom att anvanda netropsin tillsammans med YOYO-1 kan en varierande ljusintensitet
erhallas langs en DNA-molekyl, se Figur 5. Ljusa partier har ett hgt GC-innehall medan de
morkare partierna till storsta del bestar av AT-rika regioner med inbundet netropsin [55][54].
Ett 6verskott av netropsin behdvs da molekylen har lagre bindningsaffinitet an YOYO-1 [55].

AT-rika regioner

Emissionsintensitet

L J

Utstrackning

\Netropsin I I YOvo-1

Figur 5. Netropsin binder till de AT-rika regionerna i DNA och hindrar YOYO-
1 fran att binda till dessa regioner. Darmed kommer YOYO-1 framst att binda
till GC-rika regioner och en forhojd emissionsintensitet erhalls i dessa omréaden.



Vid belysning av cirkulara plasmider med hjalp av fluorescens exciteras YOYO-1 vilket skapar
reaktiva syreforeningar som ger upphov till DNA-brott [53] och linjariserar molekylen
[55][56]. I en artikel av Muller, Karami, Nyberg, Pichler, Torsche Pedreschi, Quaderi et. al.
beskrivs det att optisk DNA-kartlaggning kan anvandas for att studera spridning av plasmider.
Genom att detektera den varierande emissionsintensiteten langs den linjara DNA-molekylen
kan ett monster genereras, likt streckkoder, som &r specifikt for en typ av plasmid [56], se
Figur 6.

Intensitet

Utstrackning [kbp]

Figur 6. De genererade streckkoderna (till vanster) med morka och ljusa partier motsvarar inbindning
av YOYO-1 (ljusa partier) och netropsin (morka partier) vilket genererar en graf med varierande
emissionsintensitet 1angs plasmidens utstrackning (till hoger).

2.7. DNA-klyvning med CRISPR-Cas9

Genom att belysa DNA-molekyler erhalls slumpvisa brott i sekvensen [53] men for att styra
vart klyvningen sker kan CRISPR-Cas9 anvandas. CRISPR (fran engelskans Clustered
Regularly-Interspaced Short Palindromic Repeats) och Cas (fran engelskans CRISPR-
Associated Protein) bildar tillsammans ett immunsystem som manga bakterier naturligt
anvander sig av for att skydda sig mot bland annat okénda plasmider och virala genom [57][58].
Det finns olika Cas-proteiner [59], men i detta teoriavsnitt behandlas endast Cas9 eftersom det
klyver dubbelstrangade DNA-molekyler [58]. Idag anvands systemet for att pa konstgjord vag
skapa mutationer, bade raderingar och insattningar, i cellers genom. Det som ar unikt med
denna metod ar mdjligheten att styra var dubbelstrangade brott skall uppkomma, vilket
underlattar genmodifieringar, men metoden kraver att den gen som skall muteras ar kénd sedan
innan. | CRISPR-systemet anvands tva RNA-molekyler, varav den ena har en sekvens som
matchar det DNA som skall klyvas. De tva RNA-sekvenserna kombineras till ett sa kallat guide-
RNA och bildar ett komplex tillsammans med Cas9-nukleas. Nér den matchande RNA-
sekvensen hittar sitt mal i DNA-molekylen klyver Cas9 malsekvensen och skapar ett
dubbelstrangat brott [57][58].
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3. Metod

| detta avsnitt behandlas de metoder som anvants under projektets gang. Avsnittet innefattar
hur urvalsprocessen av patientisolat har gatt till, laborationsdelen av projektet samt
analyseringen av data.

3.1. Urvalsprocess

FOr att avgrénsa projektet valdes patient 8, 11 och 13 av de totalt 14 patienterna som
presenterades i Tabell 1 under Avsnitt 1. Dessa valdes ut av Viveka Nordberg, specialist i
pediatrik med livstjanstgoring inom neonatologi pa Karolinska Universitetssjukhuset. Patient 8
valdes utifran att provtagningarna visat alternerande infektion av E. coli respektive
K. pneumoniae. Saledes var det intressant att undersoka om en specifik plasmid kunde
identifieras i de tva bakteriearterna. Patient 11 var intressant da isolaten endast inneholl
plasmider fran K. pneumoniae vilket mdjliggjorde undersékning av plasmiderna cver tid.
Slutligen valdes patient 13 da ett av proverna innehdll en tredje bakterieart, Citrobacter freundii
(C. freundii). Dessutom fanns en variation mellan de tva andra bakteriearterna. En mer utforlig
beskrivning av de olika isolaten hos de utvalda patienterna ses i Tabell 2.

Tabell 2. Tabell Gver isolaten fran de tre utvalda patienterna. Har visas vilka datum proverna ar tagna, vilken alder
patienten hade da samt vilken sorts ESBL-bdrande mikroorganism som fanns i provet. Proverna som ar
gronmarkerade har laborerats pa under studiens gang. De isolat som framst studerades var 2, 6, 8, 9, 18, och 24.
Isolat 1 och 8 ar fran utskrivningsprover.

Patient 8 Patient 11 Patient 13
Mikroorganism Isolat Svarsdatum | Mikroorganism Isolat | Svarsdatum | Mikroorganism Isolat | Svarsdatum
E. coli 1 2009-04-07 | K. pneumoniae 8 2008-12-22 E. coli - 2009-07-02
E. coli 2 2009-07-14 | K. pneumoniae 9 2009-06-30 K. pneumoniae - 2009-07-02
K. pneumoniae - 2009-07-14 K. pneumoniae 10 2009-09-01 E. coli 18 2009-09-04
E. coli 3 2009-09-08 K. pneumoniae 11 2009-11-09 E. coli 19 2009-11-12
E. coli - 2009-11-19 K. pneumoniae 12 2010-01-14 K. pneumoniae 20 2009-11-12
E .coli 4 2010-01-19 K. pneumoniae 13 2010-03-29 K. pneumoniae 21 2010-09-01
E. coli 5 2010-03-26 | K. pneumoniae 14 2010-06-04 | C. freundii 22 2010-11-12
K. pneumoniae 6 2010-04-23 K. pneumoniae 15 2010-08-23 E. coli 23 2010-11-12
E. coli 7 2011-02-15 K. pneumoniae 16 2010-10-19 K. pneumoniae 24 2010-11-12
K. pneumoniae 17 2011-02-21 E. coli 25 2014-09-02
E. coli - 2014-09-17
E. coli - 2014-10-02

Patient 8 foddes for tidigt och var 54 dagar gammal vid forsta positiva ESBL-odlingen.
Patienten vardades initialt i respirator och behandlades med antibiotika. Tolv manader efter
utskrivningen avled patienten till foljd av svar lungsjukdom samt hjértsvikt. Patient 11 foddes
for tidigt genom kejsarsnitt och testades positivt for ESBL vid fyra dagars alder. Denna patient
vardades 20 dagar komplikationsfritt pa sjukhus utan varken antibiotikabehandling eller
andningsstdd. Patient 13 foddes efter fullgangen graviditet och lades in pa neonatalavdelningen
pa grund av matningssvarigheter. Vid 32 dagars alder testades patienten positivt for ESBL och
behandlades inte med antibiotika. Denna information ar given via mailkorrespondens med
Viveka Nordberg.

11



Fran Karolinska Institutet erhdlls totalt 25 olika isolat fran de tre utvalda patienterna. Planen
var att utifran dessa isolat valja det forsta och sista tagna proverna fran varje patient. Detta for
att med sa fa isolat som mojligt forsoka folja plasmidernas utveckling under tiden studien
pagick. Pa detta vis skulle det bli majligt att se ifall det var samma plasmid fran bérjan till slut
eller om exempelvis en ny plasmid barande pa resistensgenen hittats hos patienten. De isolat
som slutligen valdes utifran att de var mest intressanta for projektet var isolat 2, 6, 9, 8, 18, och
24. Ytterligare nagra isolat studerades med motiveringen att dven dessa var av intresse,
exempelvis ett isolat med plasmider fran C. freundii och ett annat isolat dar provtagningen
skedde fyra ar efter utskrivningen. Dessa ytterligare isolat var 1, 7, 22, 23, och 25. Efter att alla
laborationer var genomforda framkom det att ett missforstand har skett vid kommunikation med
Karolinska Universitetssjukhuset géllande svarsdatum for nagra isolat. Se mer i Avsnitt 5.

3.2. Tillverkning av nanofluidchip och deras uppbyggnad

Nanofluidchippen som anvéndes i projektet tillverkades av Doktor Joachim Fritzsche,
forskningsingenjor pa institutionen for Fysik pa Chalmers Tekniska Hogskola. Chippen
tillverkades fran kiselplattor som fatt ett 2 um tjockt lager av kiseldioxid pa bada sidorna genom
en teknik som kallas termisk oxidation. For att géra nanokanalerna lades ett lager av krom éver
plattan. Kromlagret tackte hela plattan forutom dér de 250 nanokanalerna skulle etsas fram.
Etsningen skedde genom tillsattning av fluoridjoner som reagerade med Kkiseldioxiden, en
metod som kallas reaktiv jonetsning (RIE, fran engelskans Reactive-lon Etchning). De bildade
nanokanalerna var 500 um langa, 100 nm djupa och 150 nm breda. Mikrokanalerna gjordes
sedan pa liknande satt och Gverlappade nanokanalerna med 5 pm pa vardera énden, varefter
nanokanalernas slutliga langd blev 490 um. Brunnarna tillverkades med en metod kallad Bosch-
process, en version av djup reaktiv jonetsning (DRIE). For att forsluta chippen pa kiselplattan
anvandes pyrex-glas. Glaset sattes fast pa ovansidan av kiselplattan med hjélp av
fusionsbindning vilket innebar att ytorna forst fastnade vid varandra genom reaktioner som
kraver vatten. Darefter varmdes plattan for att 6ka bindningsstyrkan och delades sedan upp i
individuella chip. | Figur 3 under Avsnitt 2.6.1 visualiseras chippens uppbyggnad sett uppifran.

3.3. Experiment

Infor det har projektet har Kabir Humaun Muhammed, doktorand pa avdelningen for klinisk
mikrobiologi pa Karolinska Institutet i Solna, extraherat plasmiderna fran de odlade
cellkulturerna, enligt protokollet Plasmid DNA purification (NucleoBond Xtra Midi) fran
Techtum [60]. Metoden bygger pa alkalisk lysering, som beskrevs i Avsnitt 2.2.2.

Plasmidprovernas koncentrationer mattes med Qubit-kit och lag mellan 8 uM och 230 puM.
Proverna preparerades med YOYO-1, netropsin och A-DNA i Tris-Borat-EDTA (TBE). A-DNA
anvandes som referensmolekyl da dess langd, 48 502 baspar [61], ar kand och goér det mojligt
att konvertera plasmidlangderna till antalet baspar fran de erhalina pixlarna. TBE anvandes som
buffert, bland annat eftersom EDTA binder till sig magnesiumjoner och pa sa séatt inaktiverar
nukleaser [62]. Proverna preparerades till en koncentration av 10 uM plasmid-DNA, 10 uM A-
DNA, 4 uM YOYO-1 och 600 pM netropsin 1 5x TBE till en volym av 10 pL. Ifall den
ursprungliga plasmidkoncentrationen var under 10 uM blandades istéllet provet i 0,5x TBE.
Proverna varmdes i 50 °C i 30 minuter och kunde dérefter forvaras i 4 °C. Infor laboration
spaddes DNA-proverna med 970 uLL MQ-vatten och 20 puL B-Mercaptoetanol (BME) om de
blandats 1 5x TBE, och med 88 uL. MQ-vatten och 2 uL. BME ifall de blandats i 0,5x TBE.
BME ér ett reduktionsmedel som behdvdes for att minska mangden syreradikaler som
uppkommer vid belysning av YOYO-1 [63]. Utan BME skulle DNA-molekylerna
fragmenteras.
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Nér plasmider belyses klyvs de slumpmassigt langs sekvensen. For att styra vid vilken sekvens
klyvning sker genomfordes dven experiment dar CRISPR-Cas9 anvandes. Detta i syfte att
identifiera plasmider som bar pad ESBL-genen. Dessa prover bereddes nagot annorlunda an
beskrivet i foregdende stycke. Provberedningen liknade det tillvagagangssatt som beskrivs av
McCaffrey, Sibert, Zhang, Zhang, Hu, Riethman et. al. [64]. Skillnaden var att det i den ndmnda
artikeln gjordes ett enkelstrangat brott déar fluoroforer band in medan det i detta projekt gjordes
ett dubbelstrangat brott. Det dubbelstrangade brottet gjordes i borjan av provberedningen pa
plasmider innehallande den efterstkta gengruppen, CTX-M-1, genom att guide-RNA:t var
konstruerat till att vara komplementért mot en del av genens sekvens. YOYO-1, netropsin,
BME, A-DNA, och TBE anvandes pa samma satt som vid fluorescensklyvning med skillnaden
att koncentrationen av. YOYO-1 var 10 puM istdllet for 4 pM. Anledningen till att
koncentrationen 6kades var for att YOYO-1 binder till det RNA [65] som tillsattes vid CRISPR-
Cas9-beredningen.

De mikro- och nanokanaler som skulle anvéndas spolades infor varje experiment med en
I6sning av 2 % BME och 98 % 0,05x TBE i en timma. Detta for att skdlja igenom och fylla upp
kanalerna med en vatska med samma saltkoncentration som plasmidprovet. Darefter tillsattes
det aktuella provet till en av brunnarna och flédade in i mikrokanalen genom att ett
kvéavgastryck applicerades pa den brunn dar provet fanns. | mikrokanalen kunde cirkulara
plasmider lokaliseras nar de belystes med fluorescenslampan. Nar CRISPR-Cas9-beredning
gjorts lokaliserades linjara plasmider, istéllet for cirkuléra, eftersom dessa redan hade blivit
klyvda under provberedningen. En lokaliserad plasmid spolades in i en nanokanal genom att
kvavgastryck applicerades fran bada hallen i mikrokanalen. Handelseforloppet studerades med
ett Zeiss AxioObserver.Zl epi-fluorescensmikroskop som var utrustat med ett FITC-filter, en
halogenlampa och en Mercury Short Arc HBO® lampa. Ibland fungerade inte inspolningen av
plasmiderna och da togs provet upp ur brunnen igen och klorin tillsattes. Klorinet fick spola
igenom kanalerna i 15 minuter varefter chippet spolades med 2 % BME och 98 % 0,05x TBE i
45-60 minuter. Provet laddades sedan i en brunn igen och studien av isolatet paborjades pa nytt.

Nar en plasmid natt nanokanalen stracktes den ut och filmades med en Photometrics Evolve
EMCCD-kamera (fran engelskans Electron Multiplying Charge Coupled Device). For varje
film togs 200 bilder med exponeringstiden 100 ms. Plasmiden filmades forst i sin cirkuldra
form varefter den exponerades for ljus tills det uppkom ett dubbelstrédngat brott. Plasmiden blev
da linjar och filmades ytterligare en gang. Varje A-DNA-molekyl filmades en gang. Néar
CRISPR-Cas9-beredning gjorts filmades dven dessa plasmider en gang, da de redan var linjara
nar de nadde nanokanalen. Filmer pa plasmiderna i sin cirkulara form anvandes for
langdbestamning medan filmer pa de linjariserade plasmiderna anvandes for att fa fram
sekvensspecifika streckkoder.

| Figur 7A illustreras en A-DNA-molekyl i en nanokanal. Figur 7B visar ndr 200 bilder av en
molekyl staplats pa varandra, bildande sa kallade kymografer. Dessa beskrivs mer i Avsnitt 3.4.
D4 A-DNA infargat med YOYO-1 och netropsin &r tydligt morkt pa ena halvan och ljust pa
andra var det mojligt att sirskilja A-DNA fran exempelvis trasiga plasmider. Detta
karakteristiska monster syntes dnnu tydligare under dataanalysen ndr kymografer bildats, se
Figur 7A-B. Figur 7C visualiserar skedet da en cirkular plasmid gar sonder och borjar
linjariseras under slutet av filmningen, vilket syns inom den vita rutan.

13



Figur 7.

A) Bild av A-DNA taget med EMCCD-
kameran. Molekylen &r 67 pixlar,
vilket motsvarar 10,67 pm.

B) En kymograf av en A-DNA-
molekyl, mer om dessa beskrivs i
Avsnitt 3.4.

C) Ytterligare en kymograf som visar
att de cirkuldra plasmiderna kan lysas
sonder och veckla ut sig till den linjara
formen av plasmiden. Innanfér den
vita rutan har plasmiden klyvts och
borjat vecklas ut.

3.4. Dataanalys

Ett fardigskrivet program i MATLAB anvéndes for att analysera de filmer som togs fram under
laborationerna. Programmet ar framtaget och specialskrivet for metoden, utvecklat av professor
Tobias Ambjornssons grupp vid Institutionen for Astronomi och Teoretisk Fysik vid Lunds
Universitet. Analysen genomfordes i flera steg och pa olika sitt beroende pa om DNA-
molekylerna &r linjara plasmider, cirkuléra plasmider eller A-DNA. | slutskedet av analysen
erholls bade langder for plasmiderna och streckkoder som mojliggor jamforelse av plasmiderna
inom och mellan isolat.

Det forsta steget innefattar att programmet detekterar var DNA-molekylen finns i varje film.
Utifran detektionen skapar programmet en kymograf genom att stapla de 200 bilderna ovanpa
varandra, se Figur 8. Det andra steget utgors av storleksbestdmning for A- och cirkulart DNA.
Anledningen till att plasmidstorlekar hamtas fran de cirkulara DNA-molekylerna &r att
emissionen fran de cirkulara ar starkare och att de fluktuerar mindre i nanokanalerna an de
linjara DNA-molekylerna. Pa sa satt erhalls mer exakt langddata da programmet lattare kan
detektera molekylens kanter. Langderna for alla cirkuldara plasmiderna och A-DNA-molekyler
sammanstalls sedan och storleken hos de cirkulara plasmiderna konverteras fran pixlar till
kilobaspar med hjilp av A-DNA som referens.

to

t2001

Figur 8. 200 bilder filmas med EMCCD-kameran och staplas ovanpa varandra vilket bildar en kymograf, dar
forsta bilden (to) placeras hogst upp och sista bilden (t200) 1&ngst ner (véanster). Ett fardigskrivet MATLAB-program
detekterar sedan kanterna genom att leta efter ett visst antal ljusa pixlar i rad. Kanterna markeras med turkost och
cerise (mitten). FOr de linjara DNA-molekylerna sker sedan dven en justering dar liknande partier 1aggs under
varandra och kymografen rétas pa sa vis upp (hoger).
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Efter att langderna bestamts och sammanstallts skapas streckkoder utifran linjart DNA. Om
molekylen i kymografen driver blir molekylens kanter skeva och darfor ratas kymograferna ut,
vilket visualiserades i Figur 8. Malet &r att alla ljusa respektive morka partier ska placeras under
varandra. Dérefter genereras en streckkod for den filmade plasmiden genom att emissions-
intensitet mats langs molekylens utstrackning som tidigare visats i Figur 6 i Avsnitt 2.6.1.

Varje streckkod representerar en linjariserad plasmid och for att jamfora dem genereras sa
kallade dendrogram, se Figur 9. Dessa dendrogram, vars uppbyggnad liknar slakttrad, bygger
pa korskorrelation vilket ar ett matt pa hur lika tva plasmider ar. Korskorrelationen gjordes
eftersom plasmiderna kunde ha gatt sénder var som helst i sekvensen och den basta passningen
mellan plasmiderna eftersoktes.
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Figur 9. Dendrogrammet visar hur lika plasmidernas streckkoder ar. | detta dendrogram jamfors plasmiderna i
isolat 6. Likheten undersoks genom att jamfoéra plasmidernas individuella streckkoder med varandra. Ett hogt
varde (storre an 0,65 som markerats med rod, streckad linje) pa y-axeln indikerar att plasmiderna liknar varandra.
Grupperingar bildas mellan de plasmider som ar mest lika varandra; i bilden ar tva sddana grupperingar markerade
med grona rektanglar.

Med dendrogrammet som bas valdes de streckkoder som var tillréckligt lika for att klassas som
samma sorts plasmid genom att titta pa grupperingarna som bildats. En grans bestamdes till
0,65 och ett varde Over detta innebar att streckkoderna var tillrackligt lika. Denna gréns gav ett
tillrackligt starkt statistiskt underlag. Undantag gjordes och en lagre gréns sattes for plasmider
over 230 kbp. Till skillnad fran kortare plasmider, ar det 1ag sannolikhet for langre plasmider
att Gverensstammelsen ar slumpmassig. Detta da langre plasmider innehaller fler kvavebaser
som behdver dverensstamma med varandra. De utvalda streckkoderna slogs sedan samman till
en gemensam streckkod, en sa kallad konsensusstreckkod, se Figur 10.
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Figur 10. Streckkoder som genererats for varje
plasmid (de tre Gversta raderna markerade med
turkos farg) slds samman till en s kallad
konsensusstreckkod (nedersta raden markerad

Streckkod 1

Streckkod 2 9 - . . .
rEckee med gron farg). Rod markering visar var
plasmiden har Klyvts.
Streckkod 3
Konsensusstreckkod

Det sista steget innefattade att jamfora konsensusstreckkoderna med varandra och involverade
jamfarelse mellan de olika isolaten, men aven patienterna. Som tidigare beskrevs sa kan battre
korskorrelation erhallas av slump ju kortare streckkod en plasmid har. Darfor berdknades ett p-
véarde for att kunna faststdlla om plasmiderna var lika eller inte. P-vérdet tar hansyn till
plasmidernas langd och ett hogt varde for korskorrelationen ger generellt ett 1agt p-varde. |
studien sattes gransen for p-vardet till 0,01, vilket innebar att alla isolat som fatt ett p-varde
under 0,01 kunde anses vara lika forutsatt att genererade intensitetskurvor foljde varandra.
Initialt gjordes en jamforelse dar streckkoderna strécktes till en genomsnittlig langd av 100 kbp
for att fa en ungefarlig uppskattning av likheter. Jamfcrelsen resulterade i ett rutnat dar de olika
p-vardena visualiserades med olika farger, se Figur 18 i Appendix A. De jamforelser som
erhallit ett p-varde nara noll analyserades vidare. Analysen gick ut pa att parvis jamfora
streckkoder dar de stracktes till de tva plasmidernas medellangd, forutsatt att langdskillnaden
inte 6versteg 20 %, se Tabell 3 i Appendix A. En avslutande parvis jamforelse gjordes dar
streckkoderna sattes till sin individuella langd for att undersoka om samma sekvens kunde
identifieras trots olika plasmidlangder. Liksom tidigare resulterade jamftrelsen i ett rutnat med
olika p-varden. Om p-vardet var under 0,01 tydde detta pa att plasmiden forlorat eller tagit upp
DNA-sekvenser.

16



4. Resultat

Detta avsnitt inleds med att de identifierade plasmidstorlekarna presenteras. Dérefter redogors
for den jamforande analysen av de linjara konsensusstreckkoderna i form av grafer for att
illustrera likheter och skillnader mellan plasmiderna. Slutligen visas resultatet fran forsoken da
optisk DNA-kartlaggning anvants med CRISPR-Cas9-provberedning for att identifiera ESBL-
genen.

4.1. Plasmidstorlekar

Totalt tio isolat fran de tre utvalda patienterna undersoktes och i Figur 11 presenteras
plasmidstorlekarna i kilobaspar (kbp) med tillhgrande standardavvikelse. * representerar
plasmidstorlek baserad pa farre an tre molekyler. Varden for storlekarna med tillhdrande
standardavvikelse presenteras i Tabell 4 i Appendix B.
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Figur 11. Histogram Over de observerade plasmidstorlekarna med tillhdrande standardavvikelse. * representerar
plasmidstorlek baserad pa mindre an tre molekyler.

Isolat 25

Som kan urskiljas i histogrammet i Figur 11 férekom liknande plasmidstorlekar. | isolat 2, 6,
18 och 25 férekom plasmider av storleksordning kring 50 kbp. En annan plasmid, av
storleksordning kring 90 kbp aterfanns i halften av de studerade isolaten; isolat 1, 6, 8, 9 och
25. Det forekom &ven storre plasmider med storlek éver 200 kbp i isolat 1, 6, 8, 9, 23 och 24.

For att undersoka metodens reproducerbarhet analyserades plasmidstorlekarna i ett isolat vid
tre skilda experimenttillfallen. Isolat 18 valdes for detta och resultatet visas i ett punktdiagram
i Figur 12. Diagrammet visar tydligt att det for alla laborationstillfallen forekommer plasmider
av samma storlekar. Data for plasmidstorlek 1 fran dag 1 skiljer 5 % fran det framtagna
medelvardet for samtliga dagar, motsvarande siffror for dag 2 och 3 ar 7 % respektive 1 %. For
plasmidstorlek 2 blir istallet avvikelsen 5 % for dag 1 och 2 samt 0 % for dag 3.
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4.2. Jamforelse mellan konsensusstreckkoder

Jamforelser genomfordes enligt beskrivning i Avsnitt 3.4. Isolat 7 och 23 saknade tillrackligt
med data for att generera linjara kymografer. Plasmider som vid forsta jamforelsen erhallit ett
p-varde under 0,01 och som hade en maximal langdskillnad pa 20 % vid parvis jamforelse
markerades med en gron ruta, se Figur 13. Andra jamforelsen gjordes for att klargéra om
streckkoderna hade Overstdmmande sekvenser, men olika plasmidlangder. Ytterligare
plasmider erholl da ett p-varde under 0,01 och markerades med en gul ruta. Ovriga, som inte
uppfyllt p-vérdets grans i nagot av de tva testen, markerades med vit ruta. En uttkad illustration
av Figur 13 med samtliga p-vérden finns i Appendix C, Figur 19 och 20.

P8 11 218 kbp
P8 12 47 Kbp
P8 12 138 kbp
P8 15 84 kbp
P& I6 52 Kbp ¢ @
P8 I 213 kbp e
P11 18 238 kbp daid

P1118 91 kbp
P11 19 240 kbp
P1119 90 kbp
P13 125 84 kbp
P13 125 42 kbp
P13 118 113 kbp > @\*ﬁﬂ 'ﬁ:
P13 18 43 kbp R ¥ g
P13 124 66 kbp
P13 124 291 kbp
P13 124 110 kbp
P13 124 179 kbp |

P-vérde < 0,01 Medelldngd P-vdrde < 0,01 Individusll langd I:I P-virde > 0,01

Figur 13. Jamforelse av konsensusstreckkoder fran respektive isolat och plasmid. P kannetecknar patientnummer,
och | isolatnummer, som &tféljs av den ungefarliga plasmidstorleken. Gréna rutor markerar parvis jamforelse av
isolat som strackts till de tva plasmidernas medellangd och erhallit ett p-varde mindre &n 0,01. Gula rutor markerar
parvis jamforelse av isolat som strackts till individuella plasmidstorlekar och erhallit ett p-varde mindre an 0,01.
Vita rutor markerar dvriga.
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De isolat som uppfyllt kraven for ett p-varde under 0,01 plottades med emissionsintensitet pa
y-axeln och utstrackning pa x-axeln. De plasmider som i isolat 1, 6, 8, och 9 6verensstammer
val storleksmassigt och erhallit en gron ruta vid jamfcrelse presenteras i Figur 14. Som kan ses
i figuren atfoljs plasmidernas emissionsintensitet val. De fyra plasmidernas parvisa jamforelse
presenteras grafiskt i Figur 21-26 i Appendix D.
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Figur 14. Jamforelse av konsensusstreckkoder mellan isolat 1 (90 kbp), 6 (84 kbp), 8 (91 kbp) och 9 (90 kbp)
fran patient 8 och 11. Samtliga erholl ett p-varde under 0,01 vid parvis jamforelse och strackning till

medellangden (gréna jamforelser i Figur 13). Plasmiderna har stréackts till medellangden av de fyra isolaten (89
kbp).

Aven de langre plasmiderna i isolat 8 (238 kbp) och 9 (240 kbp) uppnadde gransen for p-vardet
da de stracktes till sin medellangd och de erhdll saledes en gron ruta. Dessa plottas i Figur 15
dar aven plasmidernas likhet framgar genom grafernas atféljande.
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Figur 15. Jamforelse av konsensusstreckkoder mellan isolat 8 (238 kbp) och 9 (240 kbp) fran patient 11.
Plasmiderna erhdll ett p-varde under 0,01 vid jamforelse da de strackts till deras medellangd (239 kbp), det vill
sdga erhallit en gron ruta i Figur 13.
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Den tredje medellangdsjamférelsen som erhallit en gron ruta i Figur 13 var de minsta
plasmiderna i isolat 2 (47 kbp) respektive isolat 25 (42 kbp). Intensitet mot plasmidstorlek for
dessa visas i Figur 16. Har kan det ses att emissionsintensiteten pa det stora hela ar densamma
for de bada plasmiderna.
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Figur 16. Jamforelse av konsensusstreckkoder mellan isolat 2 (47 kbp) och isolat 25 (42 kbp) fran patient
8 respektive 13 som strackts till medellangden for de tva (44 kbp).

Grafer for de plasmider som vid parvis jamférelse markerades med gul ruta i Figur 13, det vill
sdga som tyder pa dverensstammande sekvenser men olika plasmidlangder, presenteras i Figur
27-28 i Appendix E.

4.3. lIdentifiering av ESBL-genen med CRISPR-Cas9

Optisk DNA-kartlaggning med CRISPR-Cas9-provberedning testades pa isolat 18, 24, och 25
for att se om det var mojligt att identifiera ESBL-gengruppen CTX-M-1 i nagon plasmid. Isolat
24 gav inga analyserbara resultat da provet var for morkt. De linjara plasmiderna i isolat 18 och
25 langdsorterades och dar det fanns flertalet fragment av samma langd genererades en
konsensusstreckkod. Det resulterade i en konsensusstreckkod for isolat 18 med en ungefarlig
langd av 113 kbp och tva langder for isolat 25 pa ungefar 42 kbp respektive 84 kbp. Dessa
konsensusstreckkoder visualiseras i Figur 17. De roda partierna visar var plasmiderna blev
uppklippta under linjariseringen, i dessa fall pa olika stallen i sekvensen.

Isolat 18, 113 kbp Isolat 25, 42 kbp Isolat 25, 84 kbp

Streckkod 1

Streckkod 2

Streckkod 3

Streckkod 4

Konsensusstreckkod

Figur 17. Generering av konsensusstreckkoder for isolat 18 (113 kbp) och isolat 25 (42 kbp och 84 kbp)
behandlat med CRISPR-Cas9. De fyra évre raderna motsvarar streckkoder fran filmade plasmider och den
understa grona raden visar konsensusstreckkoden. Markerat med rétt & de omraden dér de filmade plasmiderna
blev uppklippta nér de linjariserades.
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5. Diskussion

Har diskuteras projektets resultat, bade kopplat till huvudsyftet att undersoka antibiotika-
resistensutbrottet pa Karolinska Universitetssjukhuset men aven till delsyftet att utvardera
metoden optisk DNA-kartlaggning. De detekterade plasmidernas likhet diskuteras, bade med
avseende pa storlek och streckkod. Optisk DNA-kartlaggning utvéarderas och jamfors med
andra metoder for plasmididentifiering. Mojligheten att utveckla metoden genom att anvénda
gendetektion med CRISPR-Cas9 diskuteras. Avslutningsvis tas projektets felkéllor upp.

5.1. Utvardering av resultat fran storleksmatning

Resultatet fran storleksmatningen av plasmiderna som redovisats i Figur 11 visar liknande
plasmidstorlekar i flera isolat. De liknande plasmiderna aterfanns i flera fall i olika patienter
och i bade E. coli och K. pneumoniae, vilket indikerar att plasmidforflyttning har skett bade
mellan patienter och mellan arter. Ett exempel pa en plasmidstorlek som forekommer i hélften
av de studerade isolaten, 1, 6, 8 9 och 25, & av ungefarliga storleken 88 kbp.
Storleksmatningarna visar dock inte att nagon specifik plasmidstorlek forekom i alla isolat.
Information om plasmidstorlekar ger endast en svag indikation pa vilka plasmider som ar
samma. Det liknar informationen som kan fas ur den tidigare namnda metoden PFGE. En mer
noggrann analys av plasmidernas likhet fas ur konsensusstreckkoderna, se Avsnitt 5.2 nedan.

5.2. Utvardering av resultat vid jamforelse av streckkoder

Efter analys av de genererade konsensusstreckkoderna kunde flera av de plasmider som i Figur
11 visat pa samma storleksordning anses vara olika. De gréna rutorna i Figur 13 visade hur atta
parvisa jamforelser gav att de jamforda plasmiderna var samma, eftersom de var av liknande
storlek och erhdll ett p-vérde under den satta gransen 0,01.

Streckkodsjamforelser mellan isolat 1, 6, 8, 9 och 25, som hade en plasmid med liknande
storlek, visade att isolat 1, 6, 8 och 9 fran patient 8 och 11 6verensstamde. Detta starktes av hur
val intensitetskurvorna atféljdes i Figur 14. Jamforelser av isolat 25 med de andra gav inte p-
varden under gransen och plasmiden antogs saledes inte vara samma. Tre av de fyra Gverens-
stammande plasmiderna harstammade fran K. pneumoniae och en fran E. coli. Det indikerade
att den studerade plasmiden har forflyttats mellan bakteriearterna, men &ven mellan patienter.

Av plasmiderna med storlekar 6ver 200 kbp visade plasmiderna i isolat 8 och 9 fran patient 11
pa tydliga likheter, se Figur 15. Aven da likheterna var tydliga kunde det observeras att
kurvornas toppar och dalar inte foljde varandra lika val som kurvorna i Figur 14. Variationerna
i kurvorna skulle kunna relateras till att streckkoderna hade ett korskorrelationsvérde lagre an
den godkanda gransen 0,65 i dendrogrammet nédr konsensusstreckkoder skapades for varje
plasmid i respektive isolat. Anledning till att en lagre korskorrelationsgrans accepterades for de
langre plasmiderna beskrevs i Avsnitt 3.4. Streckkodsjamforelser gav anda ett p-varde under
gransen och det antogs att plasmiderna var samma. Dessa plasmider harstammade fran samma
bakterieart, K. pneumoniae, och isolaten skiljdes at med sex manader.

Av de mindre plasmider med en storlek under 60 kbp som kunnat identifieras i patient 11 och
13 indikerade Figur 13 att plasmiderna i isolat 2 och 25 var samma da de hade ett p-vérde under
gransen. Vid narmare analys av Figur 16 kunde en tydlig likhet urskiljas. Plasmiden
harstammade fran E.coli i patient 8 respektive K. pneumoniae i patient 13. Anmarkningsvart
var att plasmiden inte dok upp hos patient 13 forran fem ar efter utskrivning. Sannolikt innebar
detta att plasmiden inte hade forts Gver mellan patienterna under sjukhusvistelsen utan erhallits
fran en annan kalla.
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De plasmider som vid parvis jamforelse erh6ll en gul ruta i Figur 13 fanns i isolat 1 och 8
respektive 2 och 9. Den gula rutan indikerade att plasmiderna var av olika storlek men hade
Overensstimmande sekvenser. Vid ndrmare analys av Figur 28 i Appendix E kunde det urskiljas
att plasmiderna i isolat 2 och 9 med stor sannolikhet inte var samma da kurvorna inte foljdes at.
Dessutom ar langdskillnaden stor, ca 100 kbp. Mer sannolikt var det att plasmiderna i isolat 1
och 8 harstammade fran samma kalla da deras kurvor atfoljdes val i Figur 27 i Appendix E.
Aven plasmidernas storlekar var mer overensstimmande och atskildes med 20 kbp.
Plasmiderna i isolat 1 och 8 kommer fran olika patienter och olika bakteriearter vilket kan
antyda att overforing mellan arter och patienter varit mojlig, men att plasmiderna tagit upp eller
forlorat DNA-sekvenser langs vagen.

Med tidsskillnaden mellan provtagningarna i beaktning kan det observeras att plasmiden som
aterfanns i isolat 1 och 6 fran patient 8 var samma trots att ett ar skiljde mellan provtagningarna.
Liknande observation kunde goras for isolat 8 och 9 fran patient 11 dar provtagningarna skiljdes
at med sex manader. Det pavisar att plasmiderna funnits kvar i patienterna 6ver tid. Som tidigare
namnt behaller bakterier plasmider som &r gynnsamma i en viss miljo 6ver tid vilket innebar
att plasmiderna som hittats i isolat 1, 6, 8 och 9 troligtvis har varit till bakteriens fordel pa nagot
sétt. Det behdver dock inte betyda att denna fordelaktiga egenskap ar just antibiotikaresistens.

Att plasmiden pa ungefar 88 kbp aterfanns i bade patient 8 och 11 antyder att detta skulle kunna
vara den ESBL-genbarande plasmiden som orsakade utbrottet pa Karolinska Universitets-
sjukhuset. Dock aterfanns inte plasmiden i patient 13. Om det var den plasmiden som bar pa
ESBL-gener har plasmiden antingen inte kunnat detekteras under projektet i patient 13 eller sa
hade patienten smittats av en annan ESBL-genbdrande plasmid. For att sékerstélla plasmidens
franvaro i patient 13 kravs mer matningar pa isolat fran denna patient.

5.3. Utvardering av optisk DNA-kartlaggning

| projektet anvandes optisk DNA-kartlaggning for att undersoka spridning av plasmidburen
antibiotikaresistens mellan patienter och bakteriearter. | foregaende avsnitt pavisades det att
spridning skett mellan atminstone tva patienter och olika bakteriearter. Detta innebar att
metoden anses vara lamplig for plasmididentifiering. Metoden kan dock forbattras da en del
experimentella svarigheter uppkom, vilka diskuteras i Avsnitt 5.3.3.

De resultat som erh6lls vid optimala forhallanden, da plasmiderna kunde studeras obehindrat,
ansags vara palitliga. Detta baserades pa metodens reproducerbarhet vilken illustrerats i Figur
12. | figuren visades hur lika plasmidstorlekar fran tre skilda laborationstillfallen var. De
observerade storleksvariationerna ansags vara forsumbara dd de maximalt var 7 %.
Reproducerbarheten styrktes dven av att streckkoder fran de olika laborationstillfallena
Overensstdmde Vél.

5.3.1. Metodjamforelser

PFGE, PCR-baserad replikontypning och DNA-sekvensering kraver att en stor mdngd DNA
kopieras upp, vilket &r tidskravande [36][42]. En fordel med optisk DNA-kartlaggning ar att
DNA-amplifiering inte behovs [45] och har darfor stor potential att vara en tidseffektiv
identifieringsmetod.
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PFGE har lange ansetts vara en lamplig metod for molekylstorleksbestdmning. Metodens
nackdelar, exempelvis 1ag reproducerbarhet, medfor dock att metoden anses vara opalitlig [37].
Eftersom metoden enbart ger information om plasmidstorlek kan den endast ge en svag
indikation pa plasmiders likhet. PFGE har anvants som forsteg till andra metoder for att
mojliggora effektivare sekvensering genom att selektera fram intressanta plasmider [37]. Optisk
DNA-kartlaggning ar mer optimal &n PFGE som forsteg infor sekvensering eftersom det ger
mer information &n endast plasmidstorlekar och begransar da ytterligare den mangd DNA som
behdver sekvenseras.

Som tidigare namnts & PCR-baserad replikontypning tidskrdvande och utdver det kravs
kunskaper om plasmiderna samt deras inc-grupper. Dessutom kan en plasmid innehalla flera
replikon vilket medfor en osékerhet i kartlaggningen av plasmider. Fordelen med metoden &r
att information om exempelvis egenskaper som antibiotikaresistens kan identifieras.

| DNA-sekvensering kan fragment av plasmider studeras. En fordel med optisk DNA-
kartlaggning ar att plasmider kan studeras i sin helhet. Eftersom DNA-sekvensering ar en dyr
metod kan optisk DNA-kartlaggning med fordel anvandas som forsteg till sekvensering.

5.3.2. Genidentifiering med CRISPR-Cas9

Anvandning av CRISPR-Cas9 i kombination med optisk DNA-kartlaggning ingar i ett
pagaende forskningsprojekt i Fredrik Westerlunds grupp pa avdelningen for Kemisk Biologi
vid Chalmers Tekniska Hogskola. Metodutvecklingen syftar till att effektivare kunna identifiera
resistensgenbérande plasmider. Eftersom provberedning med CRISPR-Cas9 ger upphov till ett
dubbelstréngat brott vid en gen som kodar for ESBL ska plasmider med genen linjariseras under
optimala forhallanden. Séledes kan de urskiljas fran dvriga plasmider och det blir tydligare
vilken plasmid som bar pa antibiotikaresistensgenen. Efterféljande analys av streckkoderna ska
sedan visa att alla linjara plasmider &r uppklippta pa exakt samma position. Det vill séga, de
roda linjerna i Figur 17 ska vara placerade precis i linje med varandra. En vanlig tolkning &r att
en liten avvikelse ifran den lodréta linjen skulle visa pa en klyvning vid den exakta sekvensen
men da en sadan liten avvikelse kan motsvara flera hundra baspar ar tolkningen inte korrekt.
Det pagaende forskningsprojektets resultat tyder pa att genidentifiering med CRISPR-Cas9 i
kombination med optisk DNA-kartlaggning ar en fungerande metod.

| det har projektets utforda forsok med CRISPR-Cas9 pa isolat 18, 24 och 25 identifierades
linjara fragment. Dock kunde streckkoder for isolat 24 inte genereras eftersom kymograferna
blev for morka. Troligtvis orsakades detta av bristfallig inbindning av YOYO-1 under
provberedningen. For isolat 18 genererades endast ett fatal streckkoder eftersom plasmiderna
inte var stilla i nanokanalerna under tillrackligt lang tid for att kunna filmas. Analys av de
genererade streckkoderna for isolat 18 och 25 visade att det inte fanns ndgon enhetlighet i var
plasmiderna blivit kluvna, se Figur 17. De ospecifika klyvningarna kunde bland annat bero pa
att en del plasmider alltid gar sonder under preparationerna, speciellt da proverna pipetteras. En
annan tankbar anledning var att BME-koncentrationen var 2 %, precis som vid experimenten
med ljusklyvning. Den relativt laga halten BME skulle kunna ha mdjliggjort spontan klyvning
vid belysning, aven ifall delar av ljuset filtrerades bort. Resultaten av plasmidlinjériseringarna
med CRISPR-Cas9 baseras pa data fran totalt endast tva experiment sa fler forsok behovs for
att kunna dra definitiva slutsatser om metodens potential.
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5.3.3. Felkallor

Under projektets senare del uppkom information som bland annat medforde att val av isolat att
laborera pa hade kunnat se annorlunda ut. Projektdeltagarnas uppfattning var att
provtagningarna hade skett under tiden patienterna var inskrivna pa sjukhus och att
utskrivningsproven, som initialt inte var datummarkta, var tagna sist i undersokningen. Det
framkom senare att undersokningen gjord av Karolinska Universitetssjukhuset var utford efter
utskrivning av patienterna. Darmed motsvarade isolat 1 och 8 fran patient 8 respektive 11 de
forsta provtagningarna, och inte de sista. Detta missforstand reddes ut i samsprak med Viveka
Nordberg efter att alla laborationer genomforts. Feluppfattning har dock inte paverkat huruvida
projektets fragestallningar har kunnat besvaras.

Samtliga av de utvalda isolaten, med undantag for isolat 7, 22, 23 och 25, laborerades pa mer
an en gang, dels for att 6ka den statistiska sakerheten men ocksa pa grund av svarigheter i
filmandet. Svarigheterna kunde bero pa alltfor stabila eller instabila prover, alternativt stopp i
nanokanalerna. Ett instabilt prov innebar att plasmiderna foll sonder snabbt da de belystes och
darfor inte hann filmas. Ett for stabilt prov foll inte sonder inom rimlig tid vilket medforde att
linjara plasmider inte kunde filmas. Stopp i nanokanalerna ledde till att ingenting kunde spolas
in i dem eller att det som spolats in fastnade. Detta kunde uppkomma antingen da nagonting
var kvar i kanalerna fran tillverkningen av chippen eller da plasmidprovet tappte till kanalerna.
Chippen som anvandes i borjan av projektet kom alla fran samma del av en kiselplatta och de
har chippen hade ofta problem med nanokanalerna, ett fel som verkar ha uppstatt vid etsningen
under tillverkningen. Darfor gick experimenten generellt bdttre under den senare delen av
projektet da nya chip utan defekter anvandes som tillverkats fran en annan del av kiselplattan.
Vissa prover hade dock en tendens att ofta fastna i kanalerna, oberoende av vilket chip som
anvandes. Detta berodde troligtvis pa att det vid plasmidextraktionen har blivit kvar exempelvis
proteiner och polysackarider som enkelt fastnade i kanalerna och tappte igen. Problemet kunde
ibland atgardas genom att klorin spolades genom kanalerna och darefter skéljdes bort grundligt
med en I6sning av 2 % BME och 98 % 0,05x TBE. Pa sa sétt kunde samma chip anvandas igen
och experimentet fortsatta. Ifall allt klorin inte lyckades tvattas bort efter skéljningen ledde
detta till att plasmiderna inte strécktes ut tillrackligt i nanokanalerna.

Namnda problem ledde mestadels till tidsfordréjningar, da det aktuella provet behdvde
undersokas igen vid ett annat tillfalle. Problemen har dock inte paverkat de slutgiltiga resultaten
pa annat satt an att det for vissa prover inte gick att generera nagon streckkod pa grund av for
lite data. Vad som daremot paverkar resultaten och gor att tva likadana plasmider inte far exakt
likadan streckkod ar inbindningen av YOYO-1 och netropsin. YOYO-1 binder 6ver hela DNA-
molekylen och kan séaledes dven finnas pa AT-rika regioner vilket leder till att intensitetstoppar
genereras vid dessa regioner som da bedoms vara GC-rika. Inbindningen av YOYO-1 och
netropsin till de olika regionerna jamviktas kontinuerligt vilket leder till fluktuationer i
intensitet. Under en filmning av plasmider kan monstret saledes andras och manga fler bilder
an 200 behover tas for att ge det exakta monstret. Ett annat exempel pa vad som kan ha paverkat
resultaten ar begransningar vid dataanalysen. Under dataanalysen maste granser dras dar
enskilda plasmider inom samma isolat bedoms vara samma och tillats generera en gemensam
streckkod. Den har grénsen &r inte definitiv vilket innebar att antalet inkluderande plasmider
varierar och nagorlunda olika streckkoder kan genereras.
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6. Slutsats

Efter analys av plasmidernas langder fanns flertalet plasmidkandidater som kunde ha orsakat
utbrottet. En analys av streckkoderna kunde bekréfta att flera plasmider var samma och darmed
overforts bade mellan bakteriearter och mellan patienter. En plasmid pa ungefar 88 kbp
aterfanns i tva av tre patienter och misstanks vara den plasmid som orsakade utbrottet pa
Karolinska Universitetssjukhus neonatalavdelning mellan 2008-2009. Att plasmiden inte
hittades i den tredje patienten antyder dock att flera utbrott kan ha skett under samma tid. For
att sakerstalla dessa slutsatser behdver ytterligare experiment utforas.

Optisk DNA-kartlaggning anses vara en fungerade och lamplig metod for identifiering av
plasmider. Metodens styrka gentemot andra metoder ligger i att en stor mangd information om
plasmiderna kan fas fram pa kort tid. Metoden har en hég reproducerbarhet men skulle kunna
forbattras experimentellt genom bland annat effektivare rengéringsmetoder av nanofluid-
chippens kanaler. Férutom att anvénda optisk DNA-kartlaggning till identifiering av plasmider
kan den anvéndas till att komplettera andra metoder, till exempel kan den vara ett forsteg till
DNA-sekvensering.

Genidentifiering med CRISPR-Cas9 som en utveckling av optisk DNA-kartlaggning har under
projektets gang inte gett forvantade resultat. Resultaten bygger pa en mycket liten mangd data
och fler experiment behdver utféras for att kunna dra tydliga slutsatser om CRISPR-Cas9 kan
forbattra optisk DNA-kartlaggning.

Avslutningsvis ar det vart att paminnas om att antibiotikaresistens ar ett globalt, vaxande
problem som fran allmanheten maste ses med storsta allvar. Forstaelse for och informations-
spridning av antibiotikaresistensens konsekvenser &r avgorande for att problemet ska kunna
I6sas. Som ytterligare ett led i att bekdmpa problemet behdvs utveckling av nya samt forbattring
av redan existerande identifieringsmetoder.
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Appendix A: Jamforelse av konsensusstreckkoder
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Figur 18. Figuren illustrerar jamforelse mellan konsensusstreckkoderna efter att samtliga strackts till en
genomsnittlig 1&ngd motsvarande 100 kbp. | kanterna presenteras plasmidernas namn, dar P kannetecknar
patientnummer, och | isolatnummer, som &tfoljs av den ungeférliga plasmidstorleken. Till hoger visas en gradient
som representerar olika p-varden. De rutor som markerats med p-vérde néra noll (morkbla farg) jamfordes parvis
igen, med skillnaden att de stracktes till de tva jamforda plasmidernas medellangd forutsatt att langdskillnaden
inte 6versteg 20 %. Resultatet for detta presenteras i Tabell 3 pé nésta sida.



Tabell 3. Tabellen visar de jamforelser som gjorts av konsensusstreckkoder med Figur 18 som underlag. De rutor
som i figuren markerats med morkbla ruta, vilket indikerar ett p-varde nara noll, jamfordes da parvis och stracktes
till medellangden for de tva. Om langdskillnaden for de tva plasmiderna var stérre an 20 % jamfordes de inte. Om
p-vérdet var dver 0,01 exkluderades de fran resultatet.

Plasmid 1 Plasmid 2 Langdskillnad [%] P-varde
P8 11 90 kbp P8 16 84 kbp 6 0,0004
P8 11 90 kbp P11 18 91 kbp 0,8 0,0003
P8 11 90 kbp P11 19 90 kbp 0,2 0,0007
P8 11 90 kbp P1312584 kbp | 6 0,0876
P8 11 218 kbp P13 124 110 kbp | 50

P8 11 218 kbp P8 12 138 kbp 36

P8 12 47 kbp P8 16 52 kbp 10 0,0136
P8 12 47 kbp P1119240kbp | 80

P8 12 47 kbp P1312542 kbp | 11 0,0041
P8 12 47 kbp P1311849kbp |5 0,3576
P8 12 138 kbp P1312542 kbp | 70

P8 16 84 kbp P11 18 91 kbp 7 0,0002
P8 16 84 kbp P11 19 90 kbp 6 0,0006
P8 16 52 kbp P1119240kbp | 71

P8 16 52 kbp P13125 84 kbp | 63

P8 16 52 kbp P1312542 kbp | 19,7 0,0876
P8 16 52 kbp P1311849kbp | 5 0,3389
P8 16 213 kbp P13124 66 kbp | 69

P11 18 238 kbp P1119240kbp |1 0,0067
P11 18 91 kbp P11 19 90 kbp 1 0,0014
P11 19 240 kbp P1312542 kbp | 83

P11 19 90 kbp P13124 110 kbp | 22

P13 125 42 kbp P1312584 kbp | 51

P13 125 42 kbp P13118 49 kbp | 15 0,1839
P13118 113 kbp P13124 66 kbp | 70

P13 118 49 kbp P13124 66 kbp | 26

I:l Under 6vre grans I:l Ej under 6vre grans



Appendix B: Plasmidstorlekar

Tabell 4. Plasmidstorlekarna fran Figur 11 uttryckta i kbp for respektive studerat isolat med tillnérande
standardavvikelse inom parantes.

Plasmid 1 Plasmid 2 Plasmid 3 Plasmid 4
Storlek [kbp] Storlek [kbp] Storlek [kbp] Storlek [kbp]

Isolat 1
Isolat 2
Isolat 6
Isolat 7
Isolat 8
Isolat 9
Isolat 18
Isolat 23
Isolat 24
Isolat 25

- E. coli

- K. pneumoniae



Appendix C: P-varden for samtliga jamforelser

P8 11218 kbp
P8 12 47 kbp
P8 12 138 kbp
P8 16 84 kbp
P8 16 52 kbp
P8 16 213 kbp
P11 18 238 kbp
P1118 91 kbp

P1119240kbp | 0,9384

P11 19 90 kbp
P13 125 84 kbp
P13 125 42 kbp
P13 118 113 kbp
P13 118 49 kbp
P13 124 66 kbp
P13 124 291 kbp
P13 124 110 kbp
P13 124 179 kbp

P8I1  P8I1 P8I2 P8I2 P8I6 P8I6 P8I6  P1118 P11I8
90 kbp 218kbp 47 kbp 138 kbp 84 kbp 52kbp 213 kbp 238 kbp 91 kbp
0,9291
0,1172| 0,0352
0,4142| 0,2112| 0,0371

0,7406 | 0,6128 | 0,6295
0,2619| 0,1502 | 0,0214| 0,1459 | 0,9876
0,6534| 0,1109| 0,8732| 0,2578 | 0,9867 | 0,1972
0,6865| 0,0013 | 0,5657| 0,9072| 0,7553| 0,9801| 0,5423

0,8781| 0,7723| 0,7090 0,7986 | 0,8974

0,1546 | 0,1262 | 0,0087 0,0294 | 0,4827

0,8856 | 0,1331| 0,9847 0,2922 | 0,4969 | 0,0849
0,1891| 0,7863 | 0,0536| 0,1652| 0,3880| 0,0647| 0,3164| 0,7548| 0,628
0,1711 0,1283- 0,0463 | 0,3865| 0,0286| 0,3279| 0,8730 0,71
0,0865| 0,0305| 0,0236| 0,6647| 0,1103| 0,2131| 0,1455| 0,8907| 0,083
0,1602 | 0,9102 | 0,2125| 0,3717| 0,5797| 0,3570| 0,1456| 1,0000| 0,787
0,5707 | 0,8919| 0,4463| 0,8060| 0,4156| 0,3688| 0,7424| 0,3939| 0,381
0,7920| 0,3403 | 0,0988| 0,3742| 0,9999| 0,0907| 0,6298 | 0,2020| 0,9900
0,1195| 0,7516| 0,5090| 0,2322| 0,1322| 0,6751| 0,6840| 0,4421| 0,0730
0,2937| 0,7173| 0,0126| 0,5841| 0,9797| 0,0223| 0,4056| 0,4617| 0,684

- P-varde < 0,01 Medellangd I:I P-varde < 0,01 Individuell 1angd

P11 1990 kbp
P13 125 84 kbp
P13 12542 kbp
P13 118 113 kbp
P13 118 49 kbp
P13 124 66 kbp
P13 124 291 kbp
P13 124 110 kbp
P13 124 179 kbp

I:I P-varde > 0,01

Figur 19. Trappa del 1 med p-varden. Gréna rutor markerar konsensus som Gverensstamde da plasmiderna vid
jamforelse parvis stracktes till medellangden for de tva jamforda och gav ett p-varde pa mindre &n 0,01. Gula rutor
markerar konsensus som dverensstamde da plasmiderna jamforts vid sin individuella langd och gav ett p-vérde pa
mindre an 0,01. Vita rutor markerar évriga.

P1119 P1119 P13125 P13125 P13118 P13118 P13124 P13124 P13124
240 kbp 90kbp 84kbp 42kbp 113 kbp 49kbp 66 kbp 291 kbp 110 kbp
0,1036

0,0108 | 0,8251

0,0482 | 0,1998 | 0,0382

0,1386| 0,4782| 0,5447| 0,5663

0,2477 | 0,1727| 0,0985| 0,1839| 0,2283

0,7626 | 0,3925| 0,7119| 0,0354| 0,3588| 0,2676

0,0510| 0,4334| 0,0156| 0,3241| 0,3552| 0,0614 | 0,0558

0,2574 | 0,1546| 0,5880| 0,4709| 0,1735| 0,4057| 0,3998 | 0,5286

0,5184| 0,9061| 0,0416| 0,0400| 0,2528| 0,7917| 0,2136| 0,3692| 0,3637

- P-varde < 0,01 Medelldngd E P-varde < 0,01 Individuell l1angd

E P-vérde > 0,01

Figur 20. Trappa del 2 med p-vérden. Vita rutor markerar de konsensuskombinationer som inte gett ett p-varde
pa mindre an 0,01 da plasmiderna vid parvis jamforelse strackts till medellangden for de tva jamforda alternativt
da plasmiderna jamforts vid sin individuella langd.



Appendix D: Intensitetsgrafer for grona jamforelser
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Figur 21. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 1 (90 kbp) och isolat 6
(84 kbp) fran patient 8 som
strackts till medelldngden for
de tva (87 kbp).

Figur 22. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 1 (90 kbp) och isolat 8
(91 kbp) frén patient 8
respektive 11 som strackts till
medelldngden for de tva (90
kbp).

Figur 23. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 1 (90 kbp) och isolat 9
(90 kbp) fran patient 8
respektive 11 som strackts till
medellangden for de tva (90
kbp).
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Figur 24. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 6 (84 kbp) och isolat 8
(91 kbp) fran patient 8
respektive 11 som strackts till
medellangden for de tva (88
kbp).

Figur 25. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 6 (84 kbp) och isolat 9
(90 kbp) frdn patient 8
respektive 11 som strackts till
medelldngden for de tva (87
kbp).

Figur 26. Jamforelse av
konsensusstreckkoder mellan
isolat 8 (91 kbp) och isolat 9
(90 kbp) fran patient 11 som
strackts till medellangden for
de tva (90 kbp).
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Appendix E: Intensitetsgrafer for gula jaAmforelser
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Figur 27. Jamforelse av konsensusstreckkoder mellan isolat 1 (218 kbp) och 8 (238 kbp) fran patient 8 respektive
11. Streckkoderna &r plottade med vardera individuell plasmidlangd.
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Figur 28. Jamforelse av konsensusstreckkoder mellan isolat 2 (138 kbp) och 9 (240 kbp) fran patient 8 respektive
11. Streckkoderna &r plottade med vardera individuell plasmidlangd.
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Appendix F: Ordlista

B-Mercaptoetanol (BME) Antioxiderande reduktionsmedel.

Betalaktamantibiotika
Betalaktamas
Cas9-nukleas
Cefalosporin
CRISPR-Cas9
CTX-M-1
Dendrogram
Enterobacteriae
ESBL

Etsning
FITC-filter
Flagell
Fluorofor
Hybridisering
Inc-grupp

Isolat
Inkompabilitet
Karbapenem
Konjugation
Korskorrelation
Lysering
Lysozym
Nanofluidchip
Neonatalavdelning
Netropsin
Nukleas
Patogen

PCR

Pili

Plasmid
Replikon
Nukleotid
Transduktion
Transformation
Tris-Borat-EDTA (TBE)
YOYO-1

Antibiotikagrupp som hindrar bakteriers syntes av cellvaggen.
Samlingsnamn pa enzymer som inaktiverar betalaktamantibiotika.
Enzym som klipper upp bindningarna som haller ihop DNA.
En sorts betalaktamantibiotika.

Bakteriellt immunsystem som anvands for DNA-Klyvning.
Genundergrupp till ESBL.

Tradliknande graf som visualiserar hur grupper &r ordnade.
Bakteriefamilj i klassen Gamma Proteobacteria.

Betalaktamas som inaktiverar flera sorters betalaktamantibiotika.
Metod dér glas eller metall upploses av fratande &mne.
Excitations- och emissionsfilter till fluorescensmikroskopi.
Organell som paverkar bakteriens rorelser.

Fluorescerande molekyl.

Komplementéra DNA-strangar binder och skapar DNA-helix.
Grupp som utgdrs av inkompatibla plasmider.

Isolerad del av ett ursprungsprov.

Egenskap hos plasmider som inte kan forekomma i samma cell.
Betalaktamantibiotika.

DNA-6verforingsmetod.

Statistisk term som faststaller hur tva storheter samvarierar.
Membranupplésning som leder till cellddd.

Enzym som katalyserar lysering.

Chip innehallande mikro- och nanokanaler.

Avdelning for nyfodda sjuka och fortidigt fodda barn.
Antibiotikum med hog affinitet. Binder till AT-rika regioner.
Enzym som bryter ned DNA-strangar.

Sjukdomsframkallande organism.

Metod som gor ett stort antal kopior av en 6nskad sekvens.
Organell som paverkar bakteriens vidhaftning.

Litet, cirkulart DNA. Vanligt hos bakterier.

Specifik sekvens som styr replikationen.

Byggsten i DNA och RNA.

Viruell DNA-6verforingsmekanism.

Overforingsmekanism som inkorporerar DNA:t i genomet.
Buffert, vanlig tillsammans med DNA.

En sorts fluorescerande molekyl.
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