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Validiteten i identifikation af resistensgener ved illumnia-sekventering er
bredt anerkendt; nanopore-sekventering, der er langt hurtigere og billigere
end illumnia-sekventering, har udvist potentiale for identifikation af
resistensgener fra blodprever, men resistensgener i saliva er endnu ikke
undersggt. | pilotprojektet blev indholdet af bakterier i saliva undersggt med
PCR samt elektroforese, og der forskes videre i, om der kan pavises
resistensgener ved brug af nanopore-sekventering. Saliva er mere tilgeengeligt
og kan derved bruges i en raekke situationer, hvor blod ikke er egnet som fx til
massetestning. Dertil vil det kombineret med nanopore-sekventering kunne
bidrage til en langt mere effektiv resistensopsporing og kortlaegning, som kan
udfares pa fa timer i modsztning til dage for illumnia-blodpraver.

Sggeord: nanopore, antibiotikaresistens, resistens, ARG, sekventering, 16s rRNA
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INTRODUKTION

I 2020 blev der udskrevet 350 recepter antibiotika
pr 1.000 indbygger i Danmark. Derudover
tilskriver man 5-10 ar af den forventede levealder
til preeparatet? (bilag 1). Men resistens udgar en
stigende risiko for, at antibiotika taber sin effekt
pa de mange bakterielle sygdomme, som vi i dag
er blevet vant til at kunne behandle med en
antibiotikakur. WHO anslar, at der pa verdensplan
dar ca. 700.000 mennesker om aret grundet
infektion med bakterier, der har udviklet resistens
— det forventes at tallet i 2050 vil stige til
10.000.000, det er flere end der i dag der af
cancer. Ligesa er der indenfor svineproduktionen
udbredte eksempler pa, hvor de forebyggende
penicillinkure tilfart gennem drikkevandet har
medfart resistens. Her kan den resistente stafyloko
bakterie, MRSA? bl.a. n&vnes, som ogsa evner at
pafare smitte til mennesker2.

At veere i stand til at kortleegge og identificere
bakterier hurtig kan veere med til at minimere
forbruget af antibiotika, og sikre at den givne
bakterie ikke udviser resistens for et aktuelt
praeparat. | dette projekt sgger jeg derfor at
undersgge sekvenseringsvarktgjet Nanopore
MinlONs mulige anvendelse for hurtig
resistensgenbestemmelse og dermed mindskning
af resistensudbredelsen.

PROBLEMFORMULERING

Mikrober i vores omgivelser kan nedbryde
antibiotika med den konsekvens til fglge, at

a Methicillin-resistant Stafylokok aureus.

sygdomsbehandling med antibiotika ikke virker.
Analyse af prover for at bestemme
modtageligheden overfor specifikke antibiotika er
tidskreevende, da mikrober vokser langsomt (timer
til maneder).

Dette projekt har til formal at undersgge om det
er muligt at anvende saliva fra patienter med
henblik pa at identificere mikrober ved
sekventering af relevante dele af deres genom, fx
16S rRNA genet. Serligt er det formalet at
kortleegge ARG for at kunne give patienten den
optimale antibiotika ved en infektion.

Formalet med projektet bestar i at undersgge
anvendelsesmulighederne ved nanopore-
sekventering og effektivisere processen hvormed
resistens opspores og kortleegges. Dette gares ved
at udnytte den ggede hastighed, som sekvensering
med nanoporer har, og sikre brug af korrekt
antibiotika sadan at (a): bakterier der viser tegn pa
resistens behandles med en alternativ
antibiotikatype (b): en generaliseret kortlaegning
af resistens, som fx kan bruges i tilfeelde af udbrud
af resistente bakterier. Dertil sgger
forskningsprojektet at undersgge, om saliva som
prgvetype konsistent kan bruges til
sekventeringsanalyse.

I 1928 opdagede Alexander Fleming penicillin,
der skulle komme til at redde millioner af
menneskeliv. Den selv samme Alexander Fleming
udtrykte 36 ar efter i 1964 en bekymring for
resistens “ved ukorrekt brug™. | dag ses et
stigende antal resistente bakterie, og derfor har det
aldrig veeret mere relevant at sikre fremtidens
antibiotikas virkning. Her vil en hurtig og
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fremkommelig sekventering af en givent bakteries
DNA kunne vise, om der skulle forekomme ARG
og hvilket antibiotikum, som denne resistens
enten koder og/eller ikke koder for.

Det er med en vis &refrygt, at jeg er dybt
fascineret af bakteriers evne til at adaptere pa selv
de mest trange habitater. Engang havde jeg altid
associeret en slem blarebetendelse,
halsbeteendelse, lungebeteendelse osv. med en syv
dages penicillinkur, hvorefter man var tilbage.
Men da min egen farmor gik bort, fordi hun i sin
beskyttede bolig havde tilegnet sig en resistent
bakterie, blev jeg mere bevidst om resistens — en
langsom tsunami som Verdenshanken ogsa har
omtalt det*.

RESISTENSGENER | MIKROBER FRA
KROPPEN

Antimikrobiel resistens (AMR) er en alvorlig
udfordring i mange dele af sundhedsvasnet, og
identifikation og overvagning er en af strategierne
for at begraense problemet®.

Tarmen, saliva og mundhule er steder i vores
krop, som indeholder mikrober, der er baerere af
resistensgener, samlet kaldet resistomet.
Resistensgener har evnen til at nedbryde
antibiotika. Nogle af de gavnlige mikrober huser
naturligt antibiotika resistensgener, som ggr dem i
stand til at overleve, hvis de udsettes for
antibiotika. Kroppen kan dog ogsa blive invaderet
af sygdomsfremkaldende mikrober kaldet
patogener. Men patogenerne kan ogsa erhverve
sig resistensgener fra de gavnlige tarmmikrober,
sa de ikke kan bekampes med antibiotika.
Overfarslen af resistensgener sker ved sakaldt
horisontal genoverfarsel (HGT) hvor ARG pa et
plasmid overfares fra en bakterie til et andet via
mobile genelementer (MGE). Det har vist sig, at
patogene bakterier er serligt gode til at udveksle
resistensgener®. Dette er et voksende problem,
fordi resistensgenernes udbredelse vokser ved
brug af antibiotika i landbruget og
sundhedssektoren.

® Mikroorganismesammensetningen i saliva.

WY Environmental

B Pathogenic N8 Y Commensal

Strain-leve

Resistome
< Intrinsic ARG
Proto 5 " Expression Silent
Evolution

ARG : — e

Figur 1: Den samlede pulje af resistensgener
i en niche kommer fra forskellige typer af
bakterier (gverst). Resistensgenerne er enten
medfadte eller blevet overfort fra andre
bakterier (nederst). Antibiotic resistome from
the One-Health perspective: understanding
and controlling antimicrobial resistance
transmission Dae-Wi kim & Chang-jun Cha,
Nature 2021.

SPYTMIKROBIOM

Spytmikrobiom® har vist sig at veere en proxy for
andre nicher, fx tarmen og lungerne. Det er
foreslaet at spytmikrobiomet er en god
surrogatindikator for at monitorere
heldbredstilstanden og sygdomsdiagnose. En
fordel her er, at det er meget nemt at udtage
prover til analyse.

AFGRAENSNING

Projektet vil fokusere pa identifikation af bakterier
i salivapraver ved sekveteringssanalyse af 16S
rRNA genet. De indledende pilotforsgg skal
undersgge om bakterielt 16S rRNA gen kan
isoleres fra saliva, som er spiket med E coli.

Projektet vil undersgge bakterietyper i saliva, som
vurderes at veere nemt tilgaengeligt. Kroppen har
ogsa andre reservoirs af bakterier bl.a. i feeces og
blod, som der ikke fokuseres pa i dette projekt.
Kendskab til bakterietypen giver ikke
ngdvendigvis indblik i samtlige resistensgener
som bakterien indeholder, idet resistensgenerne
ofte er placeret i mobile plasmider, der er i stand
til at udveksle resistensgenerne mellem andre
bakterier. En del af ARG er placeret i DNA
strukturer kaldet transposomer, som kan hoppe
rundt i kromosomet. Disse ARG er en del af
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bakteriens medfgdte forsvar mod antibiotika.
Forekomst af resistensmekanismer og den deraf
felgende grad af resistens varierer meget for
forskellige bakteriearter, og pa denne baggrund vil
kendskab til bakteriearten veere et pejlemaerke for
resistensgraden.

Den samlede pulje af resistens gener der er til
stede i et reservoir® af naturligt forekommende
bakterier, resistomet, kan overfares til
sygdomsfremkaldende patogene bakterier og
dermed gare den antibiotika resistente.
Identifikation af resistomet er derfor afgerende for
valget af antibiotika til bekeempelse af en bakteriel
infektion”.

En hurtig resistom analyse kan fore til personlig
antibiotika behandling og dermed give en optimal
sygdomsbekampelse hos den enkelte patient.
Analysemetoderne er baseret pa en hurtig DNA-
analyse metode, hvor en handholdt enhed
(MinION) registrerer de elektriske impulser
nukleotiderne i DNA giver anledning til.
Analysen af bakteriernes samlede DNA-reservoir
kan feerdiggeres pa under en enkelt arbejdsdag®.
Blandt andet pa grund af udstyrets lave pris vil det
vere langt mere tilgaengeligt.

METODE

Projektet anvender en deduktiv tilgang idet
hypotesen bygger pa eksisterende teori. Forsggene
er designet ud fra dette, og pa baggrund af den
indsamlede empiri kan der konkluderes pa
hypotesen.

DNA-sekvensering ved PCR og agarosegel
elektroforese under pilotforsag.

DNA-sekvenseringen starter med PCR. Her
opvarmes DNA’et til mellem 94° og 98° grader
celsius, saledes at det denaturerer. Herefter
senkes temperaturen til mellem 50° og 60° grader
celsius, og primerne kan anneal til de
komplementere sekvenser (16s). Temperaturen
haves til 72° grader celsius, sa Tag polymerasen
kan starte elongeringen?. Processen startes forfra,
og ved hvert cyklus sker der en fordobling af
DNA-strengene®.

¢ Tarmen, salvia mv.

Figur 2: Grafik over PCR-processen.
Polymerase chain reaction (PCR), National
Human Genome Research Institute, M.
Smith, 2022.

Ved elektroforese lgber en elektrisk strgm
igennem en agarosegel hvor DNA et separeres pa
baggrund af starrelse da det negativt ladet DNA
bevager sig gennem gelens porer mod den
positivt ladet del af gelen — her afgare DNA-
starrelsen, farten hvorpa at DNA’et vandrer
gennem gelen. Derved kan der pa baggrund af en
kendt DNA stige og PCR-fragmentet ses, om der
er udtrykt 16s rRNAZ,

Figur 3: Opstilling ved elektroforese. M. Wahl

Nanopore-sekvensering under
forskningsprojekt.

En nanopore agerer biosensor ved, at en
lipidmembran tilfgres en spaending samt katode og
anode pa forward og reverse siden af membranen.
Da DNA er et negativt ladet biomolekyler, vil det
ved placering pa forward siden ske translokation
grundet elektroforetiske kraefterl,

d Syntese af DNA-streng ud fra nukleotider.
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Figur 4: lllustration af nanopore-sekventering.

Three decades of nanopore sequencing, D.
Deamer, M. Akeson & D. Branton, Nature
2016.

Den ioniske ledningsevne er ekstremt fglsom
overfor nukleotidernes kemiske struktur og vil
afhangig af den @ndre strammen (A)™L
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Figur 5: lllustration af eendringer i modstand
under nanopore-sekventering. Three decades
of nanopore sequencing, D. Deamer, M.
Akeson & D. Branton, Nature 2016.

Bestemmelse af resistens via nanopore-
sekvenseringen kan udfgres pa under 6 timer.
Sammenholdt mod bestemmelse af resistens via
illumnia-sekventering, som afhangig af
mikrobiom, kan tage ca. 66 timer — et stort
potentiale ift. anvendelsesmuligheder!2 (se figur 6

0g 7).

Figur 6: lllustration af processen ved nanopore-sekvensering, M. Wabhl.

Inkubere prgve

— 6. time

Figur 7: lllustration af processen ved PCR og illumnia-sekventering, M. Wahl.
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PILOTPROJEKTET

Pilotforsgget har til formal at undersgge, om der
kan isoleres DNA fra bakterier 16S rRNA DNA
fra saliva, der er tilsat E Coli. Efterfglgende laves
PCR amplification. DNA oprenses med
QUIAGEN DNeasy Power Soil Kit fra 2 ml saliva
tilsat E Coli. Ved brug af specifikke primere
opformeres 16S rRNA genet ved PCR. Starrelsen
pa det PCR opformerede fragment undersgges ved
agarose gelelektroforese og brug af en DNA stige.

1. Oprensning af DNA fra saliva vha.
QUIAGEN DNeasy Power Soil Kit.

2. Koncentrationen af DNA maéles, sa den
rette meengde DNA kan afpipetteres til
PCR.

3. Bakterierne i proven identificeres ved at
sammenligne DNA-sekvensen i et afsnit
af deres gen for 16S rRNA (1500 bp). Der
benyttes to specifikke primere, forward
(F) og reverse (R) primer. Herefter PCR-
opformering mhp. bakterie identifikation.
Primeren er forsynet med en rapid
attachment sequence®. Hertil kan der
inden sekventeringen bindes Rapid
Adapters (RAP, helicase), som far
sekventeringen opdeler DNA strengen i
enkeltstrenge og traekker den ene
enkeltstreng gennem nanoporen under
sekventeringen.

FORSKNINGSPROJEKTET

Forskningsprojektets formal er at identificere den
samlede pool af antibiotika resistensgener
(resistomet) i saliva fra forskellige individer.
Dette vil danne baggrund for at kunne give den
rigtige individuelle antibiotikabehandling.

1. Oprensning af DNA fra saliva vha.
QUIAGEN DNeasy Power Soil Kit.

¢ Koblingssekvens.

2. Koncentrationen af DNA maéles, sa den
rette meengde DNA kan afpipetteres til
Nanopore sekventering.

3. Sekventering i Nanopore MinION.
DNA’et nedbrydes til 2 enkeltstrenge vha.
helicase og treekkes gennem
nanoporemembrannen, og der males
&ndringer i de elektriske impulser fra
DNA molekylets forskellige nukleotider.
De elektriske impulser sendes til en
computer, hvor de oversattes til den
genetiske kode.

4. Databehandling fra sekventeringen som
skal kortleegge resistomet (bilag 2).

RESULTATER

Pilotforsgget viser, at DNA er blevet isoleret fra
saliva tilsat en lille mengde E coli.
Kvaliteten/renheden af prgven blev bestemt ved at
male OD260/280 rationen med Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). Rationen blev bestemt til
1,73, hvilket er tat pa den forventede verdi pa
1,80. Den lidt lavere veerdi kan skyldes sma
forskelle i pH eller ionstyrke i bufferen, som
DNA’et er oplest i.

DNA-prgven blev herefter anvendt til, at PCR
opformere et 1,55 kb fragment fra 16S genet.
Starrelsen pa PCR-fragmentet blev bestemt til
1,5-1,7 kb vha. agarose gelelektroforese med en
DNA-stige i samme elektroforese og
efterfalgende farvning med Fast Blast DNA Stain
fra Biorad (Bilag 3, 4).

Forskerprojektets resultater vil vise, hvilke
antibiotika resistensgener salivaprgverne
indeholder. Tidligere forsgg har konkluderet, at
salivamikrobiomet indeholder resistensgener mod
antimikrobiale stoffer som beta-lactamater,
tetracycline, tigecycline, amoxicillin, gentamicin,
erythromysin og cetylpyridinium chloride. Saliva
og mundhulemikrobiomet er seerdeles komplekst
med over 700 bakterielle specier fra fakultativt
aerobe til strengt anaerobe?3,

f Resistensgenerne i spytpraverne.
NIELS BROCK

UDDANNELSE SIDEN 1881




Mathias Wahl
Niels Brock Det Internationale Gymnasium
SUND

BUDGET

Materialer Pris Pris i DKK
6.699,53

JlllioA (kurs 744)

€900,00

16S Barcoding Kit
SQK-16S5024
QIAGEN Nuclease-fri
vand

6.048,72
(kurs 744)
485,55
(kurs 747)
1.523,88
(kurs 747)
933,75
(kurs 747)

144,00
1.790,50

€813,00

$65,00

QIAGEN DNeasy kit | $204,00

CleanNGS breads $125,00

Ethanol 100% ‘

Indsamling af
spytpraver

Podenale 51,00

Fluorometer kan lanes
af kontakt

Total

*Ansggning til legemiddelstyrelsen.
**Antal prgver.

0,00

17.676,93

TIDSRAMME

Procedure

(35,81 - 50)**

Reference \

Nanoporetech

Nanoporetech
Qiagen
Quiagen

Bulldog

Leeger.dk §51
2102

Scandidact ‘
Scandidact

Ansggningsproces samt aftale med privat leege. | samme periode

bestilles udstyr
Indsamling af prever

Gennemgang samt opsetning af udstyr

Oprensning af DNA
Sekvensering
Databehandling
Total

Note

Kan umildbart ikke lanes og skal
derfor kebes. Jeg har ogsa kontakt
til en skole, som jeg kan donere
den til bagefter.

Samarbejde med privat leege.*

Forventet tid
60 dage

5 dage

1 dag

0,5 dag

2 dage

2 dage
70,5 dage
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https://store.nanoporetech.com/eu/devices.html
https://store.nanoporetech.com/eu/16s-barcoding-kit-1-24.html
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/lab-essentials/buffers-reagents/nuclease-free-water/?catno=129115
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-dna-kits/?catno=51304
https://www.bulldog-bio.com/product/cngs005-cleanngs-dna-rna-spri-bead-purification-kit-5-ml-277-clean-ups/
https://www.scandidact.dk/naturfag/ethanol-99-9-udenatureret-1l?gclid=Cj0KCQjwnvOaBhDTARIsAJf8eVMxDPigdGAP7u1Jbtfoi-Z8QEWRp1W1lNKr2HFr0C5GWnm1rebA4JwaAvcBEALw_wcB
https://www.laeger.dk/sites/default/files/honorartabel_01.10.20.pdf
https://www.laeger.dk/sites/default/files/honorartabel_01.10.20.pdf
https://www.scandidact.dk/naturfag/podenal-2
https://laegemiddelstyrelsen.dk/da/godkendelse/sundhedspersoners-tilknytning-til-virksomheder/laeger/
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KONKLUSION

Resultatet fra dette studie adresserer
problemformuleringen: (a) Det er muligt at
oprense bakterielt DNA fra saliva og isolere 16S
vha. PCR bekreftet ved at bestemme starrelsen af
PCR-fragmentet ved gelelektroforese. Dette baner
vejen for at identificere de forskellige
bakteriespecier i salivaprgver fra patienter direkte
ved nanopore-sekventering og dermed undga at
skulle dyrke bakterier, som er en tidskraevende
proces, da nogle bakterier vokser meget langsomt
— op til to maneder og andre kan slet ikke dyrkes.
(b) Det oprensede bakterielle DNA fra saliva kan
anvendes direkte til nanopore-sekventering, og
den genetiske kode via databaser anvendes til at
lave en profil af resistomet i saliva. Med denne
viden kan antibiotika resistensgener bestemmes
for den enkelte patient og “individuel” antibiotika
medicin fastleegges. Dette vil give hurtigere
behandling og mindske spredning af
antibiotikaresistens og dermed bedre behandling

for patienterne. Kroppen indeholder mange
forskellige nicher (tarm, saliva, feeces, blod,
lunger), hvor forskellige resistomer opstar.
Hvilket resistom der skal anvendes for at
bestemme den optimale antibiotika til
sygdomsbehandling, vil fremtidige studier kaste
lys over. Vi star i en rivende udvikling, da
sekventeringsteknologien er blevet ekstremt hurtig
og sa billig, at den har potentiale til at nd ud i de
fjerneste afkroge i verden.

TAKTIL

Tak til Ph.d. Jesper Vind, som er biolog og forsker
pa Novozymes, for at hjeelp og guide mig i
projektet.

Tak til KU og projekt Forskerspire for at give mig
blod pa tanden til at preve kreefter med et
naturfagligt projekt — selvom jeg er HHX er.
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BILAG
Bilag 1
Year Deaths dueto  |American Death Rate due to
Bacterial Illness [Population  |Bacterial Illness
(per 100,000
population)
11930 293,623 118,708,333 [247.7
11936 277,541 129,083,333 [216.3
1952 93,014 155,758,376 [59.7
11960 190,345 179,321,462 [50.4
2002 110,202 289,055,601 [38.1

Dgdsstatistik, US National Vital Statistics Report.

D. Méling af DNA
koncentration med

;l»!‘w'I
"]

Maling af DNA
ed

4

A 4

Nanopore-sekventering, Oxford Nanopre Technologies
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SUND

Bilag 3

Billede af agarosegel, M. Wahl

Bilag 4
Fitting Standardkurve
4000
3500 .
3000 _
g 2500 g
2000

Stgrelse [bp]

1500
1000
500

24 26 28 30 32 34 36

Laengde [mm]

Starrelsesbestemmelse af DNA-fragment ud fra agarosegel, M. Wahl
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