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1. Sammendrag

1.1. Bakgrunn

Hosten 2011 ga Direktoratet for naturforvaltning Veterinaerinstituttet (V1) i oppdrag a
gjennomfare et pilotprosjekt for a se pa om utilsiktede utslipp av genmodifiserte
mikroorganismer (GMMO) kan skje og eventuelt hvorfor. | prosjektet (kontrakt nummer
11040087) skulle ogsa opplaering, regler for arbeid med GMMO og mulige risikoer for helse
og miljo vurderes. Representative biovitenskapelige forskningsmiljger i Norge ble
kontaktet for a finne frivillige laboratorier for prgvetaking og vurdering av veiledende
dokumenter.

Utsetting av genmodifiserte organismer er enhver fremstilling og bruk som ikke regnes som
innesluttet bruk etter Genteknologiloven (MD, 1993). Ansvaret for vurdering av utsetting av
levende GMO er delegert til Direktoratet for naturforvaltning fra Miljeverndepartementet.

Helsedirektoratet er ansvarlig myndighet for godkjenning og kontroll med laboratorier som
arbeider med GMMO i Norge, og mottok sluttrapporten parallelt med Direktoratet for
naturforvaltning.

Malet med prosjektet har vaert a fa et inntrykk av situasjonen i Norge gjennom et
begrenset pilotprosjekt. Det har vaert spesielt viktig a avklare om rutinene for opplaering,
dokumentasjon, risikovurdering og inneslutning er gode nok, om det er behov for
ytterligere undersgkelser, og om det kan pekes pa konkrete forbedringsmuligheter.

1.2. Laboratorier og prgveuttak

Praver ble tatt ut pa fem ulike laboratorier. Retningslinjer, organisering og rutiner ved de
ulike laboratoriene var noe ulike. Ved to av laboratoriene har det i flere ar vaert stor
forskningsaktivitet med mange ulike varianter av genmodifiserte bakterier. Ved ett tredje
laboratorium har det vaert mindre forskningsaktivitet i noen fa ar, mens det fjerde
laboratoriet er en kurssal som benyttes til mange ulike aktiviteter og bare i liten grad til
arbeid med GMMO. Det femte og siste laboratoriet var valgt ut som negativ kontroll, dvs.
at det ikke har veaert arbeidet med GMMO ved dette laboratoriet. Prgvene ble tatt ut i
avlgpsrerene under laboratorievasker, og sa langt ned i avl@psrgrene som det var mulig a
ta ut prover. Generelt var det hagyest konsentrasjon av organisk materiale i forbindelse
med laboratorievaskene, og lav konsentrasjon lenger ned i rerene.

1.3. Bakteriologisk og molekylaerbiologisk analyse av prgvene

Etter provetaking ble pravene konsentrert og overfart til flytende (buljong) og faste (skal)
dyrkingsmedier. Det ble benyttet flere ulike medier, til dels selektive, for a forsgke a
isolere rene kulturer av enkeltstammer av mulig genmodifiserte bakterier.

Molekylaerbiologiske metoder ble valgt som hovedstrategi for a forsgke a pavise og
identifisere mulig GMMO i pravene. Det ble utfert polymerase kjedereaksjon (PCR) for
pavisning av to antibiotikaresistensgener (blargy 0g nptll) og for innskudd i kloningsvektorer
med M13-kloningssete. | tillegg ble det utfart PCR for kombinasjoner av to og to av noen av
disse elementene, og for tilnarmet komplette plasmider. Antatt rene fragmenter av
tilstrekkelig stor starrelse ble forsgkt isolert og renset og deretter sekvensert. | de
tilfellene der rene DNA-sekvenser ble produsert ble sekvensene sammenlignet med
sekvenser i EMBL/GenBank sekvensdatabasen for identifisering.
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1.4. Funn

Prover tatt ut ved alle de fire undersekte GMMO laboratoriene ga kraftig oppvekst av
bakterier pa selektive medier med hgy konsentrasjon av antibiotika. Dette var ikke
forventet ved prosjektstart, men innebarer at det er hay forekomst av
antibiotikaresistente bakteriestammer pa pravetakingsstedene. Det er sannsynlig at det
ogsa kan vaere multiresistente stammer blant disse.

Generelt var det store problemer med a fa tilstrekkelig rene kolonier og sekvenser. Det ble
likevel med sikkerhet pavist at en GMMO hadde etablert seg i avlagpet ved ett
laboratorium. Det ble ogsa pavist rene nptll sekvenser i praver fra de tre GMMO-
laboratoriene, men ikke pa kurssalen eller laboratoriet der det ikke arbeides med GMMO.
Utover dette ble det pavist sekvenser fra den opportunistiske human-patogene
bakteriearten Stenotrophomonas maltophilia i prgver fra fire av de fem laboratoriene
inkludert laboratoriet der det ikke arbeides med GMMO. Dette er en bakterie som
forekommer naturlig i ulike, saerlig vannrike miljeer og er rapportert a ha et bredt spekter
av ARG og for a danne biofilm pa plast. Funn av S. maltophilia er forenelige med den
sterke oppveksten av bakterier pa selektive medier. Dessverre var S. maltophilia ukjent for
prosjektmedarbeiderne forut for prosjektet. Det bidro til a gjere prosjektet vesentlig mer
utfordrende a gjennomfare enn forutsett.

1.5. Vurdering av risiko knyttet til konkrete funn

Den paviste GMMOen er klassifisert for inneslutningsniva klasse 2 (nest laveste niva), som
innebaerer ubetydelig risiko. De genetiske markarene som er pavist og finnes i GMMOene
det arbeides med pa de besgkte laboratoriene er heller ikke spesielt risikable (alle
laboratoriene har inneslutningsniva 1 eller 2). Den hgye forekomsten av
antibiotikaresistens som ble pavist gir imidlertid grunn til noe bekymring. | denne
sammenheng er ogsa mulig sammenheng mellom arbeid med GMMO og forekomsten av
antibiotikaresistens verdt a se narmere pa.

Utbredt forekomst av antibiotikaresistens i umiddelbar naerhet til GMMO-laboratoriene kan
ogsa representere en risiko for disse laboratoriene, dersom f.eks. multiresistente bakterier
spres og forurenser forskningsmaterialet.

Stenotrophomonas maltophilia ser ut til a gke i utbredelse og forekomst, saerlig knyttet til
luftveisinfeksjoner men ogsa andre infeksjoner hos mennesker med svekket immunforsvar.
Det kan derfor ogsa vaere verdt a se pa om laboratoriearbeid generelt og med GMMO
spesielt, kan bidra til at S. maltophilia i gkende grad kan utgjgre en helserisiko.

1.6. Forslag til oppfalging

Denne rapporten tar utgangspunkt i resultater fra det som har vaert et mindre
pilotprosjekt. Flere av funnene tilsier at prosjektet bar folges opp med et eller flere starre
prosjekter. For det farste er det apenbart at det mangler data og kunnskaper om
forekomsten av og arsakene til utilsiktede utslipp av GMMO. Et helt sentralt punkt i denne
sammenheng er at kostnadseffektiv og egnet pravetakings- og analysemetodikk ma
etableres, helst gjennom internasjonalt samarbeid med tanke pa framtidig harmonisering.
Veterinaerinstituttet har lang erfaring pa dette omradet, knyttet til analysemetodikk for
genmodifiserte planter. Noe av metodikken ma sannsynligvis farst utvikles eller tilpasses.
For det andre er det viktig a fa bedre kunnskaper om naturlig forekomst av
antibiotikaresistens i biofilm, avlgp, og om hvordan og hvorfor laboratorievirksomhet kan
pavirke sammensetning og genetiske forandringer i biofilmen. For det tredje er det flere
konkrete tiltak som virker forebyggende eller skadebegrensende som kan studeres
narmere med tanke pa kostnad-nytte forhold. En mer omfattende og detaljert
gjennomgang av forslag til oppfalging er presentert som et eget kapittel i slutten av denne
rapporten.
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1.7. Deltakernes roller i prosjektet

Napoleon Foam har deltatt i pregvetaking og dyrking av bakterier og har utfert alt
molekylarbiologisk arbeid pa laboratoriet. Han har ogsa deltatt i planlegging av arbeidet
og i tolking og diskusjon av resultater. Tone M. Fagereng har vart hovedansvarlig for alt
arbeid med dyrking av bakterier, inkl. klargjering av en del utstyr til prgvetaking. Hun har
vaert sentral i valg av dyrkningsmedier og antibiotika. Hun har ogsa deltatt i tolking og
diskusjon av resultater. Gro S. Johannessen har bidratt med generell mikrobiologisk
kompetanse og erfaring med selektiv oppformering og isolering av E. coli og arbeid med
biofilm. Hun har vaert sentral i valg av dyrkningsmedier og antibiotika. Hun har ogsa deltatt
i tolking og diskusjon av resultater. Arne Holst-Jensen har vaert prosjektleder og har hatt
overordnet ansvar for planlegging og gjennomfgring av prosjektet. Han har hatt
hovedansvar for tolking og diskusjon av resultater og utarbeidelse av sluttrapporten.
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2. Forkortelser og definisjoner
ARG = gen som koder for resistens mot et eller flere antibiotika

BCH = Biosafety Clearing House. En del av konvensjonen om biologisk mangfold
(Cartagena protokollen) bl.a. med ansvar for a holde oversikt over og bidra til
innsamling og spredning av informasjon om levende modifiserte organismer (LMO)
som i hovedsak tilsvarer GMO.

DNA = deoksiribonukleinsyre, makromolekyl som ofte omtales som arvestoff.

GMO = genmodifisert organisme. Definert i Genteknologiloven §4 som
mikroorganismer, planter og dyr hvor den genetiske sammensetning er endret ved
bruk av gen- eller celleteknologi. Genteknologi er i denne sammenheng definert
som teknikker som innebaerer at arvestoff isoleres, karakteriseres, modifiseres og
innsettes i levende celler eller virus. Celleteknologi er i denne sammenheng
definert som teknikker for framstilling av levende celler med nye kombinasjoner av
genetisk materiale ved fusjon av to eller flere celler.

GMMO = genmodifisert mikroorganisme. Betegnelsen mikroorganisme oppfattes
ofte som ensbetydende med bakterier, men mer korrekt omfatter mikroorganismer
ogsa en rekke andre organismegrupper som sopp og mikroalger.

ENGL = European Network of GMO Laboratories. Nettverk av alle NRLer og NRL-
assosierte laboratorier for GMO i E@S omradet + Sveits.

EU-RL GMFF = EUs referanselaboratorium for genmodifisert mat og for, plassert
under EUs Joint Research Centre, Institute for Health and Consumer Protection,
Ispra, Italia.

HGO = Horisontal genoverfgring. Overfgring av DNA pa tvers av artsgrenser eller fra
miljo til mottaker. | motsetning til vertikal genoverfaring som er nedarving av DNA
fra foreldre til avkom.

HMS = Helse, miljo og sikkerhet

LMO-register = register knyttet til BCH som inneholder oversikt over alle
registrerte transformasjons-events, genetiske modifikasjoner og (hvis tilgjengelig)
en unik identifikasjonskode (Ul) for hver LMO. Informasjon om alle beslutninger og
risikovurderinger av hver LMO finnes i tilknytning til LMO-registeret. LMO-registeret
omfatter bade GMMO og genmodifiserte planter og dyr.

NRL = Nasjonalt referanselaboratorium

PCR = polymerase kjedereaksjon, se ogsa figur 1.
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3. Innledning og bakgrunn

Genmodifiserte mikroorganismer (GMMO) utvikles og dyrkes i stort omfang i
biovitenskapelige laboratorier i hele verden. | all hovedsak er aktiviteten knyttet til
forskning, men noe utvikling og dyrking er knyttet til kommersielle formal, saerlig for
produksjon av medisiner, enzymer og kjemikalier til industri. Et betydelig antall GMMO er
registrert i LMO-registeret under Biosafety Clearing House (BCH).

Alt arbeid med GMMO i Norge er regulert av Genteknologiloven (MD, 1993). Internasjonalt
er bruk av GMMO regulert av den internasjonale konvensjonen om biodiversitet, den
sakalte Cartagenaprotokollen (CBD, 2000). | praksis medfarer dette at utvikling og dyrking
av GMMO skal skje i godkjente laboratorier hvor aktiviteten skal rapporteres og folge
strenge retningslinjer. Krav om effektive inneslutningstiltak for a hindre utilsiktet
spredning av GMMO til miljg eller utenfor de godkjente laboratoriene er en helt sentral del
av regelverk og godkjenningsvilkar.

Forskrift om innesluttet bruk av genmodifiserte mikroorganismer (HOD, 2001) er det
sentrale regelverksdokumentet for GMMO arbeid i Norge. Ansvarlig myndighet for
godkjenning av laboratorier som skal arbeide med GMMO er Helsedirektoratet. | stor grad
er ansvaret for oppfelging av laboratorienes ansvar lagt til laboratoriene selv: “Brukers
ansvar omfatter ogsa kontroll med at den innesluttede bruken er i overensstemmelse med
forskriften og den godkjenning som er gitt” (fra §4). For eksempel er opplaering av
personale og kontroll med effektiviteten av implementerte inneslutningstiltak
laboratorienes eget ansvar, og bare unntaksvis blir laboratoriene kontrollert av
Helsedirektoratets inspektar. “Brukeren skal foreta en forhandsvurdering av den
innesluttede bruken med hensyn til risiko for sykdom/skade pa mennesker, dyr, planter
eller miljg som denne bruken matte innebeere. Forhandsvurderingen omfatter alle typer
virksomhet, og er avgjerende for hvilke inneslutningsniva og med hvilke
inneslutningstiltak virksomheten kan forega, jf. kap.3.” (fra §5). | denne sammenheng gis
et i eget vedlegg til forskriften ogsa en minimumsveileder. Virksomheten klassifiseres i fire
inneslutningsnivaer, basert pa forhandsvurderingen av risiko. Niva 1 er laveste risiko og
inneslutningsniva. “Dersom det er tvil om hvilket inneslutningsniva og inneslutningstiltak
som er hensiktsmessig for en planlagt innesluttet bruk, skal de strengeste vernetiltakene
anvendes, med mindre tilstrekkelig bevis, etter avtale med vedkommende myndighet,
gjer det berettiget & anvende mindre strenge tiltak” (fra §8). Av saerskilt relevans for
dette prosjektet er forskriftens §15 og 16 som beskriver sikkerhetstiltak og palegger
laboratoriet a fgre kontroll med den innesluttede bruken.

De siste 10 arene er utilsiktet spredning av genmodifiserte organismer (GMO) pavist i flere
land, inkludert Norge. Dette dreier seg om planter (Holst-Jensen et al. 2012a; 2012b;
Reiting et al. 2013) og akvariefisk (Emanuelsen et al. 2009; Holst-Jensen 2012). | en
rapport fra 1999 vises det til 7 kjente brudd pa regelverk om innesluttet bruk av GMMO
bare i Storbritannia (GeneWatch 1999). Disse 7 tilfellene dreide seg om mangelfulle
risikovurderinger, manglende implementering av obligatoriske inneslutningstiltak o.l. Ingen
dreide seg om paviste utslipp. Det er rimelig a anta at inneslutningstiltakene for GMMO
heller ikke er perfekte, siden menneskelige feil aldri kan utelukkes. Utslipp av GMMO kan
ogsa i mange tilfeller vaere vanskeligere a oppdage enn utslipp av f.eks. genmodifiserte
planter. Dette gjor det nedvendig a fa en klarere forstaelse av hvilke tiltak som virker og
hvilke som eventuelt ikke virker godt nok. Det er ogsa @nskelig a fa en klarere forstaelse av
hvilket potensiale utslipp av GMMO kan ha for spredning og etablering i miljeet og hvilke
effekter dette eventuelt kan ha pa milje og helse.
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Det er stor internasjonal interesse for overvaking av GMO, sarlig gjelder dette GMO i
matvarer (planter). Veterinarinstituttet er nasjonalt referanselaboratorium (NRL) for GMO
i Norge. | denne funksjonen samarbeides det tett med European Network of GMO
Laboratories (ENGL) og European Unions Reference Laboratory for Genetically Modified
Food and Feed (EU-RL GMFF) om analysemetoder og erfaringer. GMO-analyser utfares pa
tilnaermet samme mate i hele Europa og store deler av resten av verden, etter et prinsipp
som omtales som “Matrix approach” (Holst-Jensen et al. 2012b). Farst gjeores en screening
analyse for a se om man kan pavise et eller flere genetiske elementer som er satt inn i
mange GMOer. Deretter gjgres det en mer spesifikk identifisering og eventuell
kvantifisering av GMOer.

Prosjektet som er gjennomfart og beskrives i det falgende har tatt utgangspunkt i det
enklest mulige scenariet, utslipp av GMMO fra biovitenskapelige forskningslaboratorier til
omkringliggende miljg, via avlgp. Alternative veier som ventilasjonsanlegg og gjenstander
og personell som beveger seg inn og ut av laboratoriene er ikke studert i dette prosjektet.
De undersgkte laboratoriene er klassifisert for inneslutningsniva 1 og 2, og GMMOene det
arbeides med pa disse laboratoriene er antatt ufarlige, ikke-patogene bakterier tilhgrende
artene E.coli og Agrobacterium tumefaciens. Genmodifiseringen av disse bestar normalt av
a tilfare bakteriene et plasmid med et innsatt DNA segment som @nskes studert og/eller
klonet inn i bakterien. Plasmider er sma sirkulare DNA molekyler som er lette a overfgre
til bakterier. Noen av genene i plasmider er markerer for a kunne identifisere
mikroorganismer som har fatt inn plasmidene. Slike markarer er bl.a. gener som koder for
antibiotikaresistens (ARG; Jansson et al. 2000). DNA-segmentet som settes inn i plasmider
inneholder f.eks. gener fra mennesker, dyr eller planter. Slike ”snille” GMMOer ble antatt
a vaere en godt egnet modell for a studere utilsiktet spredning og overlevelse. En rimelig
arbeidshypotese er at dersom inneslutningstiltakene er tilstrekkelig effektive pa laveste
inneslutningsniva sa er det sannsynlig at de er minst like effektive pa hgyere
inneslutningsniva. Det ble derfor vurdert som hensiktsmessig a gjennomfare en innledende
modellstudie pa laveste inneslutningsniva.

Det var forventet at man kunne benytte “Matrix approach” som prinsipp ogsa for pavisning
av GMMO, med visse tilpasninger. Polymerase kjedereaksjon (PCR) er en teknikk som er
svaert effektiv for a pavise og kunne studere DNA-motiver (Figur 1). PCR er derfor ogsa
svaert populaert som teknikk for pavisning av GMO og GMMO (Holst-Jensen et al. 2012b;
Jansson et al. 2000; Schwartz et al. 2003).
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Figur 1. Polymerase kjedereaksjon (PCR).
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4. Gjennomfgring av prosjektet - metoder og datainnsamling
4.1. Laboratorier

Farste fase av prosjektet dreide seg om a fa pa plass avtaler med relevante biovitenskapelige
miljger om gjennomfgring av besgk i lapet av prosjektperioden. Prosjektleder tok telefonisk
kontakt med aktuelle miljger og opplevde en positiv holdning og interesse for prosjektet.
Miljeene uttrykte likevel ogsa en viss bekymring for mulige tilleggsbelastninger knyttet til besgk
ved eget laboratorium, og i saer dersom konkrete funn skulle medfare rad eller krav om
endringer i rutiner. Det viste seg derfor vanskeligere enn forventet a fa pa plass avtaler om
frivillig besgk.

En viktig forutsetning for & fa et best mulig samarbeid med de frivillige laboratoriene var at
alle detaljer om funn skulle anonymiseres i den offentlige sluttrapporten. Rekkefglgen pa
laboratorier og praver er derfor presentert slik at det ikke skal framga hvilke prever som
kommer fra det enkelte laboratorium. De enkelte laboratoriene er informert om detaljene i
funn pa eget laboratorium, mens oppdragsgivere er informert om alle detaljer i et eget
appendiks som er unndratt offentlighet.

To laboratorier ved Veterinaerinstituttet (VI), og tre utenfor ble besgkt (Tabell 1). De sistnevnte
kom pa plass etter en betydelig forsinket oppstart. De to VI laboratoriene var henholdsvis det
molekylaerbiologiske laboratoriet godkjent for arbeid med GMMO (laboratorium A) og et
laboratorium der det aldri har vaert utfert arbeid med molekylaerbiologi eller kloning og som
derfor skulle fungere som negativ kontroll eller referanse (laboratorium E). Laboratoriene
utenfor VI arbeider i hovedsak med henholdsvis planterelaterte problemstillinger (laboratorium
B) og human cellebiologi (laboratorium C). Det siste laboratoriet er en kurssal som benyttes til
undervisning av flere ulike biologiske fagmiljger (laboratorium D).

Tabell 1: Oversikt over besgkte laboratorier og deres virksomhetsomrader.

Laboratorium Type av virksomhet Aktivitetsniva GMMO
A Molekylaert kloningsarbeid (mange ulike forskningsgrupper) Lavt
B Molekylaer planteforskning (grunnforskning) Hoyt
C Human cellebiologi (grunnforskning) Hoyt
D Biovitenskapelig kurssal (undervisning pa alle nivaer) Lavt (periodevis hayt)
E Ikke GMMO-relatert (kjemisk laboratorium) Ingen (neg. kontroll)

4.2. Prgvetaking

Prgvetaking ble gjort fra vasker og avlgpsrar pa laboratoriene (Figur 2). Malet var a forsgke a
isolere biofilm hvor det var antatt at mikroorganismer har etablert mer eller mindre stabile
samfunn. Biofilm er gjerne slimete, men relativt fast organisk materiale som har en struktur og
sammensetning som i noen grad beskytter mikroorganismene i biofilmen mot stress og skader
(Elias & Banin 2012). Mange ulike typer utstyr for prevetaking ble forsgkt. Best resultat ble
oppnadd med tannbarste og skrape/spatel ved vaskene, og med rarlegger-stakefjaer lenger ned i
rerene hvor organisk materiale delvis ble sittende pa og i den spiralsnodde metalltraden. Det
viste seg imidlertid a vaere lite biofilm i avlgpsrerene slik at det meste av pravematerialet kom
fra vannlaser og regrstusser i umiddelbar naerhet av laboratorievaskene. Pa disse stedene kunne
provene tas ut med tannbearster og sterile skraper og overfares direkte til egne beholdere.
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Figur 2. Prgvetaking. A) Representativ vask med vannlas. B) Etter fjerning av proppen til vannlasen ble all vaeske i
vannlasen samlet opp og deretter ble biofilmen i vannlasen samlet med tannbarste. C) Ogsa proppen ble barstet slik
at biofilm pa proppen ble tatt vare pa. Legg merke til gulhvite klumper av biofilm pa proppen. D) Det sitter ofte en
del biofilm pa gummipakninger i vannlaser og rarskjoter (grahvitt slim). E) Biofilm festet seg forholdsvis godt i og
mellom spiralringene i stakefjaeren (gralig slam). F) Stakefjaer med pistolgrep som gjar det mulig a rotere stakefjaeren
opptil 7 meter nede i avlgpsroret.

Innsamling av biofilm i avlgpsrer er krevende. Dels fordi biofilm ofte sitter godt festet, og dels
fordi den lett blir fart nedover med vannstrem i stedet for a bli trukket opp med
prgvetakingsutstyret nar den lgsner. Stakefjaerer bestaende av spiralsnodde metalltrader som
kan roteres aktivt pa provetakingsstedet ble vurdert som det beste tilgjengelige alternativet for
provetaking nede i avlgpsrerene (j.fr. Figur 2).

Umiddelbart etter isolering ble alt organisk materiale overfgrt til fysiologisk saltvann i
forseglede plastbokser, far videretransport til laboratoriet for dyrking.

Prgvene ble nummerert fortlgpende fra hvert laboratorium, og totalt ble det tatt ni praver. Den
negative kontrollpraven fra laboratorium E var prave nr. 9.
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Figur 3. Eksempler pa isolert prgvemateriale. Fra venstre mot hgyre: Prave med lite materiale; preave med en del
materiale blandet med laboratoriemagneter og annet uorganisk materiale; prgve med store mengder uorganisk
materiale, i hovedsak sand og jord men ogsa isopor og annet.

Prevematerialet var relativt variabelt, j.fr. Figur 3. | flere praver var det lite materiale, men i noen var
det store mengder sand og jord. Fra hver prave ble vaesken filtrert med vakumsug. Filteret med bakterier
ble deretter overfert til 50 ml plastrer (Figur 4).

Figur 4. Filtrering av pravemateriale far dyrking. Det ble benyttet 0,45 um porestgrrelse og vakumsug.
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4.3. Dyrking av bakterier

Far prosjektoppstart ble det besluttet at prosjektet skulle fokusere pa relativt enkle GMMOer,
dvs. stammer av E. coli tilfert plasmider med ett eller flere antibiotikaresistensgener og ukjente
innskudd. Det ble derfor lagt opp en strategi for a forseke a rendyrke bakterier fra
prevematerialet, basert pa spesifikk seleksjon for E. coli og antibiotikaresistens (se Tabell 2).
Det vanligste dyrkningsmediet for differensiering og isolering av E. coli er MacConkey agar som
skiller laktosefermenterende bakterier (bl.a. E. coli som produserer rosa-rade kolonier) fra
bakterier som ikke fermenterer laktose (f.eks. typiske Pseudomonas spp. som produserer hvite
kolonier). Fargereaksjonen skyldes endring i pH som falge av fermenteringen. Agrobacterium
tumefaciens er en viktig bakterie for arbeid med genmodifisering seerlig av planter. For a gke
muligheten for ogsa a isolere genmodifiserte stammer av A. tumefaciens ble det benyttet YEB-
medium som i noen grad favoriserer Agrobacterium og beslektede bakterier og i noen grad
diskriminerer andre bakterier. LB-medier er standardmedier for oppdyrking av
Enterobacteriaceae (inkluderer E.coli), men har svaert begrenset selektiv kapasitet.

Fem typer antibiotika var pa forhand identifisert som sarlig aktuelle: Ampicillin, carbenicillin,
hygromycin, kanamycin og rifampicin. Gener for resistens mot disse er vanlige i ulike
kloningsvektorer, slik som vektorfamilien Gateway som ofte brukes til kloningsarbeid. Antibiotika
ble tilfart dyrkningsmedier bade enkeltvis og sammen, i lav eller hgy konsentrasjon for a
maksimere sannsynligheten for a fa fram renkulturer. Det ble ogsa benyttet dyrkningsmedier
uten antibiotika.

Konsentrasjon  Konsentrasjon

Antibiotikum Dyrkingsmedium '

lav hay

AB-fri Ingen Ingen LB-buljong, LB-agar, YEB-buljong, YEB-agar,
MacConkey agar

Ampicillin 100 pg/ml LB-agar
Hygromycin 10 pg/ml LB-buljong
Hygromycin 15 pg/ml 30 pg/ml LB-agar
Kanamycin 10 pg/ml LB-buljong
Kanamycin 25 pg/ml 50 pg/ml LB-agar
Rifampicin 5 pg/ml YEB-buljong
Rifampicin 50 pg/ml 100 pg/ml YEB-agar
Rifampicin 5 pg/ml
Carbenicillin 15 pg/ml YEB-buljong (flerspektret AB)
Kanamycin 5 pg/ml
Rifampicin 50ug/ml 100 pg/ml
Carbenicillin 50 pg/ml 100 pg/ml YEB-agar (flerspektret AB)
Kanamycin 25 pg/ml 50 pg/ml
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Det ble benyttet LB-buljong, LB-agar, YEB-buljong, YEB-agar og MacConkey agar til dyrkingen.
MacConkey og LB-mediene ble satt til dyrking i 37°C for oppformering av E. coli mens YEB-
mediene ble satt til dyrking i 28°C for oppformering av eventuelle Agrobacterium-stammer.

Filteret/filtrene (Figur 4) ble overfort til passende buljong sammen med sterile glasskuler, og
vortexet for a sla las bakterier fra eventuelt uorganisk materiale og lase opp biofilmen. Etter
vortexing ble prgvene sadd direkte ut pa skaler med passende antibiotika for inkubering i inntil
to dogn. Parallelt ble pravene overfert til buljong med passende antibiotika for oppformering
over natt. En delprgve fra hver prgve ble tatt av for direkte molekylaerbiologisk analyse.

Etter inkubering ble alle skaler lest av for typiske kolonier (Figur 5) til videre opprensing og
analyse. Pa MacConkey agar vil laktosefermenterende kolonier vare rade eller rosa mens
kolonier som ikke fermenterer laktose vil vaere hvitere.

Figur 5. Eksempler pa vekst pa ulike agarskaler. Fra venstre mot hgyre: Vekst pa MacConkey agar; vekst pa YEB med
flerspektret antibiotika (hgy konsentrasjon); vekst pa LB med hgy konsentrasjon av ampicillin. MacConkey agar skulle
differensiere laktosefermenterende bakterier som E. coli (rosa-rede kolonier) fra bakterier som ikke fermenterer
laktose (hvite kolonier, f.eks. typiske Pseudomonas spp.). Antibiotika ble benyttet for a selektere bort bakterier som
ikke inneholder antibiotikaresistensgener (f.eks. typiske E.coli) og favorisere bakterier som inneholder
antibiotikaresistensgener (f.eks. genmodifiserte E. coli). Den lyst granne fargen pa skalen til hayre er typisk for
Pseudomonas spp.

4.4. DNA ekstraksjon

DNA ble isolert fra flytende kulturer. Disse var enten en antatt renkultur fra en enkelt koloni
isolert fra skal, eller en blandingskultur direkte fra buljong.

Isolering av DNA hadde til hensikt a rense ut plasmid og ble utfgrt med QIAprep Spin Miniprep Kit
fra Qiagen (Qiagen, 2012).

4.5. Polymerase kjedereaksjon (PCR) og DNA sekvensering

Det ble gjort en grunnleggende vurdering av hva slags genetiske markgrer som kunne vaere
tilstede og som kunne komme fra mulig GMMO. Et lite antall markerer er veldig ofte benyttet i
kloningsvektorer/plasmider, inkl. gener som koder for resistens mot beta-lactam og kanamycin
antibiotika (blarew 0g nptll) og polylenker/kloningssete flankert av M13 primerseter. Polymerase
kjedereaksjon er en teknikk som er svaert effektiv for a lage mange kopier av et DNA-motiv
(Figur 1). Dette gjor det mye enklere a studere DNA-motivet i detalj. Forutsetningen for at PCR
skal fungere er at man kjenner til sekvenser i begge ender av DNA-motivet.
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Det ble derfor lagt opp til en PCR strategi som besto av to hovedprinsipper: 1) PCR for pavisning
av enkeltelementer, og 2) PCR for pavisning av kombinerte elementer (Figur 6).
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Figur 6. Alternative framgangsmater for pavisning av DNA-fragmenter fra genmodifiserte mikroorganismer.
Genmodifiseringen er vanligvis tilstede i form av et sirkulaert molekyl (plasmid/vektor). Typiske kloningsvektorer
inneholder ett eller flere gener som koder for antibiotika (eller en annen seleksjonsmarker), og ett eller flere
kloningsseter (der et nytt innskudd blir satt inn) flankert av konserverte primerseter som gjor det enkelt a sjekke om
ett innskudd er pa plass eller ikke. Pa figuren over vises et eksempel pa en kloningsvektor med to seleksjonsmarkarer
blargy 0g nptll som hhv. koder for resistens mot ampicillin og kanamycin antibiotika. Kloningssetet er flankert av M13
primerseter. Pavisning av elementer i kloningsvektoren ved hjelp av polymerase kjedereaksjon krever spesifikke
primere (grenne, bla og rede piler). Til venstre vises plassering og orientering av primere for pavisning av
enkeltelementer (ensfargete produkter nederst). Til hgyre vises plassering og orientering av primere for pavisning av
sammensatte motiver (tofargete produkter nederst) og tilneermet komplette plasmider (revers orientering av
elementspesifikke primere, aller nederst). DNA sekvensering av PCR produkter benyttes til a bekrefte identiteten til
PCR produktene. Sammensatte motiver er generelt sikrere bevis for at et PCR produkt stammer fra GMMO enn
enkeltelementer.

Det ble benyttet en rekke oligonukleotider til PCR og sekvensering av de ulike elementene fra antatte
GMMO-plasmider (Tabell 3 og 4). Etter PCR ble DNA-fragmentene separert og visualisert ved
gelelektroforese (se Figurene 7-13). Fragmenter (band) som ble vurdert som interessante a sekvensere ble
deretter skaret ut og renset med MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, MinElute Handbook 03/2008).

DNA sekvenseringsreaksjoner ble gjort med BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Life

Technologies Corporation), deretter renset med ExoSAP-IT Kit (Affymetrix, Santa Clara, California, USA).
Rensete sekvenseringsprodukter ble analysert pa en ABI PRISM® 3100-Avant™ Genetic Analyzer.
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Tabell 3. Oligonukleotider benyttet til PCR og sekvensering.

Element Navn pa oligonukleotid Sekvens 5’> 3’ Orientering pa plasmid
blarey Bla136_155 TACCGCGAGACCCACGCTCA Kodende
Bla601_620rc TGTTGACGCCGGGCAAGAGC Antikodende
nptll nptll rev-3 GCTCTTCGTCCAGATCATCC Antikodende
nptll forw-4 CATACGCTTGATCCGGCTAC Kodende
nptll rev-6 CAGAGTCCCGCTCAGAAGAA Antikodende
nptll rev-6 rc TTCTTCTGAGCGGGACTCTG Kodende
nptll forw-7 GATTGAACAAGATGGATTGCAC Kodende
nptll forw-7 rc GTGCAATCCATCTTGTTCAATC Antikodende
M13 M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG Kodende
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC Antikodende

Tabell 4. Primerkombinasjoner og forventet starrelse pa PCR produkter.

Forventet lengde

Kodende primer Antikodende primer Forventet produkt i basepar (bp)

Rene enkelt-elementer

Bla136_155 Bla601_620rc blatgy 485 bp
nptll forw-4 nptll rev-3 nptll 115 bp
nptll forw-4 nptll rev-6 nptll 437 bp
nptll forw-7 nptll rev-3 nptll 482 bp
nptll forw-7 nptll rev-6 nptll 804 bp
M13 Forward (-20) M13 Reverse Transgent.lnnskudd LS > 300 bp®
kloningssetet

Kombinerte elementer "

nptll forw-4 M13 Forward (-20) Del av klomir:]gns;/keukc’ic(cj)r, evt. med > 600 bp
nptll forw-7 M13 Forward (-20) Del ay klomir:]issvlfukc;cgr, evt. med > 1000 bp
Bla136_155 M13 Reverse Del av klon‘i’;l%f:lfuk;gr’ evt. med > 1500 bp
nptll forw-7 rc nptll rev-6 rc SETIPNEYE PUASTIE (LE [er >>1500 bp

segment av nptll genet)

2 | en kloningsvektor uten innskudd vil disse primerne gi et PCR produkt pa 103 bp.

® Gvrige kombinasjoner ble vurdert som lite aktuelle med utgangspunkt i BLAST analyse mot EMBL/GenBank
sekvensdatabasen.
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5. Resultater

5.1. Dyrking av bakterier pa selektive medier

Det var pa forhand forventet at de valgte selektive dyrkningsmediene skulle favorisere vekst av
E.coli og genmodifiserte bakteriestammer. En av hovedbekymringene pa forhand var at haye
konsentrasjoner av antibiotika ville kunne sla ut interessante bakteriestammer, i saer pa medier
der flere antibiotika ble tilsatt samtidig. For lite bakterievekst var ikke et problem i praksis
ettersom det var meget sterk vekst pa samtlige medier fra samtlige praver.

MacConkey agar som skulle bidra til enklere isolering av antatte E.coli stammer ga sterk
oppvekst av kolonier som ikke framsto som typiske E.coli (rosa kolonier) men i stedet framsto
som Pseudomonas lignende (hvite eller blekt gulgrenne kolonier). Det ble derfor antatt at
identifiserbare enkeltkolonier sannsynligvis ikke var E.coli, men et lite antall kolonier ble likevel
repodet til nye skaler for framstilling av renkultur. De som ble valgt var de koloniene som ved
visuell inspeksjon var minst atypiske i forhold til forventet utseende pa E.coli kolonier. Ved
videre dyrking ble det klart at det ikke var isolert kolonier av E.coli. Kolonimorfologien styrket
mistanken om at det var Pseudomonas-lignende bakterier som dominerte.

Skaler med bade hgye og lave konsentrasjoner av antibiotika ga uten unntak sterk vekst av
kolonier med Pseudomonas-lignende karaktertrekk. Pa dette stadiet var det rimelig & vurdere
det som en mulighet at ogsa kolonier av Agrobacterium tumefaciens kunne vare tilstede i noen
av prgvene. Pseudomonas og Agrobacterium kan sameksistere i biofilm hvor Pseudomonas
dominerer pa en slik mate at det kan vaere vanskelig a oppdage at Agrobacterium er tilstede (An
et al. 2006).

Det ble altsa tidlig klart at det pa alle pravetakingsstedene var hgy forekomst av resistens mot
flere ulike antibiotika. Pa grunnlag av disse dyrkningsforsgkene var det ikke mulig a vurdere om
antibiotikaresistens blant bakterier fra prgvetakingsstedene skyldtes naturlige forekomster av
ARG eller om kilden var ARG fra GMO. Det ble derfor vurdert som mest hensiktsmessig a foreta
videre karakterisering av prgvene med molekylare analysemetoder (PCR).

5.2. Isolering av plasmid fra bakterieprgver
Fra samtlige prgver ble det isolert plasmid-DNA. Mengden, starrelsen og variasjonsbredden pa
plasmider varierte vesentlig mellom prgvene (Figur 7).

Plasmider fra GMMO vil normalt vaere minst 3-4 kilobasepar (kbp) lange og kan unntaksvis vaere
opptil 50 kbp lange (kosmider). Det ble isolert plasmid-DNA i dette stgrrelsesspennet fra
samtlige av pravene (Figur 7).

Utilsiktede utslipp av genmodifiserte mikroorganismer - Veteringerinstituttets rapportserie 11-2013 19



‘ Prgve 1 ‘ Prgve 2 Prgve 4 ‘ Prgve 5 ‘ Prgve 6 Prove 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

.C_Kan

»
s

Vi 4.etg N.C_ Hyg

5.3. Pavisning av enkeltelementer med PCR

5.3.1. blarey

Det finnes mange kjente varianter av gener som koder for resistens mot beta-lactam antibiotika
(penicillin o.l.). Den varianten som bl.a. benyttes i kloningsvektorer kalles blargy. Det finnes
flere ulike naturlige varianter av blargy, men de skiller seg bare pa noen fa baseposisjoner. PCR
vil derfor i liten grad skille mellom typene, mens DNA-sekvensering vil avslgre forskjellene. Et
problem med blargy markaren er at svaert mange av de enzymene som benyttes i
molekylaerbiologiske analyser, inkludert DNA polymeraser, kommer fra genmodifiserte
bakteriestammer. Det er svaert fa av disse enzymene som er helt frie for DNA fra
bakteriestammen. Det er derfor regelen at sma mengder blargy DNA er tilstede i DNA
polymeraser som benyttes til PCR. Det er derfor ogsa en utfordrende oppgave a avgjere om et
PCR produkt pavist ved analyse av en konkret prave skyldes tilstedevaerelse av blary i proven,
eller om det skyldes urenheter i DNA-polymerasen. Signalstyrken og antall PCR sykler er viktige
faktorer a ta hensyn til ved en slik vurdering. Generelt vil et sterkt signal og fa PCR sykler tilsi at
det er prgven som er kilden, mens svake signaler og mange PCR sykler gker sannsynligheten for
at det er DNA-polymerasen som er kilden.

PCR analyser for blamegy ble gjort med kun ett sett PCR primere (Tabell 3 og 4). Noen av disse ga
uspesifikke produkter hvor bandene i liten grad kunne skilles fra bakgrunnssignalet (produkt nar
rent vann ble analysert med PCR). Med primerne Bla136_155 og Bla601_620rc ble det produsert
tre typer band (Figur 8): 1) Forventet produkt med lengde 485 basepar (bp); 2) et vesentlig
kortere band (antatt starrelse ca. 180 bp); og 3) en gruppe uspesifikke band starre enn 500 bp.
Det ble ikke gjort forsgk pa a isolere og sekvensere rene blargw PCR produkter.
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5.3.2. M13

Bakteriofag M13 er en naturlig forekommende bakteriofag (virus) assosiert med E.coli.
Bakteriofagen er ikke dedelig for bakteriene, men svekker dem og farer til darligere vekst.
Pavisning av M13 DNA er derfor ikke ensbetydende med at det er GMMO tilstede i en prave.
Imidlertid er de M13 avledete sekvensmotivene i kloningsvektorer ikke identiske med naturlig
M13 DNA. | kloningsvektorer er det laget et kunstig kloningssete flankert av korte primerseter,
slik at det skal vaere enkelt & formere opp ett innskudd i kloningsvektoren ved hjelp av de to
M13-avledete primermotivene. Bade starrelsen og selve sekvensen pa PCR produktet man far,
gjor det mulig a skille et naturlig M13 motiv fra et GMMO-motiv. Fordi primere for PCR analyser
mot M13 kloningssete i vektorer ikke har naturlige bindingsseter i det originale virusets genom,
skal M13 PCR ikke gi produkt fra virusinfisert materiale. PCR var forventet a gi kort produkt (103
bp) fra kloningsvektor uten innskudd og langt produkt (>300 bp) fra kloningsvektor med
transgent innskudd.

Som det framgar av Figur 9 ble det med PCR produsert DNA-band starre enn 500 bp i samtlige
prgver, ogsa i prave 9 (negativ kontroll fra VI). Ut fra starrelsen kunne dette indikere transgent
innskudd i M13 sete i vektor. Det store antall band og relativt kort lengde (hovedandelen var
mindre enn 1000 bp) kunne imidlertid tyde pa hay grad av uspesifikk reaksjon. Bare i prave 8 var
det klare indikasjoner pa et tilnaermet rent transgent innskudd med en storrelse pa omkring
2000 bp.
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Figur 9. PCR med M13 primerne M13 Forward (-20) og M13 Reverse. Gul horisontal linje tilsvarer fragmenter pa ca.
500 bp. Signaler pa oversiden av gul linje tilsvarer fragmenter stgrre enn 500 bp. Fragmentstarrelser (ovenfra og ned):
Rad pil = 1000 bp, grenn pil = 250 bp.

5.3.3. nptll

Den genetiske markgren som kanskje er mest utbredt i arbeid med genmodifisering, saerlig av
planter, er neomycin phosphotransferase Il (nptll) som ogsa omtales som aph(3’)Il i deler av
litteraturen. Denne markaren kommer opprinnelig fra Tn5 transposon i E.coli stammen K12 men
er forholdsvis lite utbredt i naturen (Smalla et al. 1993) og derfor en relativt palitelig marker for
pavisning av DNA avledet fra genmodifisering.

PCR med primere for nptll (Figur 10) ga klart positive reaksjoner i pravene 2, 6, 7 og 8, mens
prevene 1 og 3 samt prave 9 var klart negative. Ogsa DNA-fri prave (NC) var negativ.
Tilstedevaerelse av nptll er ikke bevis for GMMO, og kan skyldes naturlig forekomst av bakterier
med kanamycinresistens.
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Figur 10. PCR med nptll primere nptll forw-7 og nptll rev-6. Forventet stgrrelse pa PCR produkt var 804 bp. Klart
positive reaksjoner ble observert fra samtlige av kulturene i pravene 2, 6 og 8. Relativt mye svakere men likevel
positive reaksjoner ble ogsa observert i samtlige av kulturene i preve 7. Fragmentstarrelser (ovenfra og ned): Rad pil =
1000 bp, grgnn pil = 250 bp.
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5.4. PCR for kombinerte elementer

Det ble satt opp PCR med to kombinasjoner av PCR primere fra forskjellige elementer. | tillegg
ble det satt opp PCR med revers orientering av nptll primere for a forsgke a generere PCR
produkter som tilsvarer nesten komplett plasmid:

o nptll forw-4 + M13 forward (-20), se Figur 11.
o Bla136_155 + M13 Reverse, se Figur 12.
e nptll forw-7_rc + nptll rev-6_rc, se Figur 13.

c o
o T

Sample 7 ) N.C Kentroll, VI 4.etg

Figur 11. Kombinert PCR for nptll og M13 med primere nptll forw-4 + M13 forward (-20). Forventet starrelse pa produkter fra
transgene innskudd var stgrre enn 600 bp. Fragmenter som er innrammet i rad firkant oppfylte dette kriteriet og ble forsgkt isolert
og sekvensert. For hver praver er DNA isolert fra kultur dyrket pa medium uten antibiotika (venstre), med kanamycin (midten) og
med hygromycin (hgyre). Fragmentstarrelser (ovenfra og ned): Rad pil = 1000 bp, grenn pil = 250 bp.
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Figur 12. Kombinert PCR for blargy, og M13 med primere Blal136_155 + M13 Reverse. Forventet stgrrelse pa
produkter fra transgene innskudd var stgrre enn 1500 bp. Fragmenter som er innrammet i rgd firkant ble forsgkt
isolert og sekvensert. For hver praver er DNA isolert fra kultur dyrket pa medium uten antibiotika (venstre), med
kanamycin (midten) og med hygromycin (hgyre). Fragmentstarrelser (ovenfra og ned): Rad pil = 1000 bp, grenn pil =

250 bp.
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Figur 13. PCR for & forsgke & oppformere rent plasmid med revers orienterte nptll primere nptll forw-7_rc + nptl|
rev-6_rc. Kun prave 8 ga produkt som tilsvarer komplett plasmid. Alle band indikert med red pil ble isolert og
sekvensert. Fragmentstarrelser (ovenfra og ned): Bla pil = 5000 bp, grgnn pil = 250 bp.

Utilsiktede utslipp av genmodifiserte mikroorganismer - Veterinaerinstituttets rapportserie 11-2013




5.5. Sekvensering av PCR produkter

Sekvensering av PCR produkter ga i de fleste tilfeller sasmmensatte sekvenser som ikke lot seg
tolke entydig (se eksempel i Figur 14). Dette skyldes trolig at PCR produktene ikke var
tilstrekkelig rene, dvs. at de besto av flere ulike sekvensmotiver. | noen fa tilfeller var det
imidlertid mulig a lese rene sekvenser. Nesten uten unntak viste sekvensen da store likhetstrekk
med sekvenser fra Stenotrophomonas maltophilia (Figur 15 og 16).
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Flgur 14. Eksempel pa sammensatt sekvens som ikke lot seg tolke entydlg.
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Figur 15. Parallell sammenstilling av sekvenser fra isolerte PCR band. @verste del av figuren viser sammenstilling
base for base. Nederste del av figuren viser sammenstilling i starre skala hvor lesbar sekvens fra hvert enkelt band er
vist i forhold til lesbar sekvens fra de gvrige bandene.
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Figur 16. Resultat av BLAST analyse av sekvensene vist i Figur 15. Med utgangspunkt i skare (se red boks) er
konklusjonen entydig: Sekvensmotivet som er lest stammer fra Stenotrophomonas maltophilia.
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For primerkombinasjonen nptll forw-4 + M13 forward (-20) var det imidlertid en helt annen
sekvens som gikk igjen i samtlige isolerte PCR produkter fra prgve 8 (Figur 17 og 18). Denne
sekvensen besto av to delsekvenser, henholdsvis en typisk vektorsekvens og en apenbar klonet
innskuddssekvens. Det var derfor ingen tvil om at preve 8 inneholdt en GMMO og at den aktuelle
GMMOen kunne knyttes til en konkret forskningsaktivitet ved laboratoriet.
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Figur 17. Parallell sammenligning av sekvenser avlest fra PCR produkter fra prgve 8. PCR produktene er fra
bakterier dyrket uten antibiotika (gverst), med kanamycin (midten) og med hygromycin (nederst). Sekvensen er 100%
identisk i de tre tilfellene.
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Figur 18. Resultat av BLAST analyse for & identifisere opprinnelsen til sekvens pavist i preve 8. Til venstre, farste
del av pavist sekvens viser klare likhetstrekk med kloningsvektorelementer. Til hgyre, siste del av pavist sekvens viser
klare likhetstrekk med kjent sekvens som ogsa er gjenstand for pagaende forskningsaktivitet ved laboratoriet. Skare
angitt under, for hver av de to delene.

5.6. Sekvensering med utgangspunkt i PCR med nptll primere

Det ble gjort to typer PCR med utgangspunkt i nptll primere. Den ene for a pavise nptll
fragmenter. Den andre for a forsgke a formere opp ren plasmidsekvens ved a ta utgangspunkt i
revers orienterte nptll primere.

Den farste varianten ga sekvenserbare PCR produkter fra prgvene 2, 6, 7 og 8. Sekvensering av
disse PCR produktene ga i alle tilfeller samme sekvens (Figur 19), og nar denne ble parallellstilt
med nptll sekvens fra kloningsvektor var det klart at det var nptll som var pavist. Pravene 3-5 og
9 ga ikke produkt med denne varianten.
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Figur 19. Sammenstilling av nptll sekvenser fra PCR produkter fra prave 2, 6, 7 og 8 med offisiell sekvens fra vektor i
EMBL/GenBank sekvensdatabase (gverst).

Den andre varianten av nptll PCR ga korte produkter (ca. 450 bp) i prevene 2, 6 og 7, men et
meget stort PCR produkt i prave 8 (>10 kbp; Figur 13). Dette siste produktet ble derfor antatt a
veere fra et plasmid som inneholder nptll, mens de gvrige ble antatt a vaere resultat av
uspesifikk PCR.

Sekvensering av det lange PCR produktet fra prgve 8 ga en sekvens pa ca. 500 bp i den ene
orienteringen (antikodende; Figur 20) og en sekvens pa ca. 400 bp i den andre orienteringen
(kodende; Figur 21). Sekvensene var ikke entydig avledet fra typiske kloningsvektorer, og ikke
overlappende med sekvensene fra nptll-M13 kombinasjonen (Figur 15 og 16). De to leste
sekvensmotivene fra det lange PCR produktet fra prave 8 var ikke tilstrekkelig lange til a gi
overlappende sekvens. De var imidlertid homologe til sekvensmotiver fra samme kloningsvektor i
posisjoner som la i underkant av 1 kbp fra hverandre i flere ulike vektorer. Totalt tilsa dette at
et sekvensmotiv pa 1729 bp kunne identifiseres, og at dette sekvensmotivet trolig kommer fra
selve kloningsvektoren og ikke er del av innskuddet som laboratoriet selv har satt inn i
plasmidet.
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Figur 20. BLAST analyse av antikodende sekvens fra nptll reversorientert langt PCR produkt antatt & representere
komplett plasmid fra GMMO. En lang rekke kloningsvektorer ga 99-100% treff i EMBL/GenBank sekvensdatabasen, j.fr.
skare angitt til hayre.
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Figur 21. BLAST analyse av kodende sekvens fra nptll reversorientert langt PCR produkt antatt & representere
komplett plasmid fra GMMO. En lang rekke kloningsvektorer ga 99-100% treff i EMBL/GenBank sekvensdatabasen, j.fr.
skare angitt til hgyre. Disse treffene var tilnaermet eksakt de samme som ble funnet med antikodende sekvens (Figur
20). Dette gjor det overveiende sannsynlig at det er snakk om en sammenhengende sekvens fra vanlige
kloningsvektorer og ikke et innskudd satt inn i plasmidet av det aktuelle laboratoriet.
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6. Diskusjon
6.1. Risiko
Risiko er definert som sannsynlighet ganger konsekvens. Lav frekvens (sannsynlighet) er derfor
ikke tilstrekkelig til a sikre lav risiko. | dette prosjektet er det vist at GMMO kan slippe ut fra

laboratorier, og etablere seg i en biofilm i et avlgp. Bade GMMO, genetisk materiale fra GMMO
og biofilm kan representere en risiko.

6.1.1. Opptak og overfgring av DNA

Overfgring av DNA pa tvers av artsgrenser omtales som horisontal genoverfgring (HGO).
Spersmalet om hvor ofte HGO finner sted, og hva slags DNA sekvenser som overfares, er blant de
sentrale problemstillingene nar man risikovurderer GMO og GMMO. Gjennom studier av hele
genomer har man etter hvert fatt relativt god innsikt i forekomsten av HGO. HGO har spilt en
avgjegrende rolle i utviklingen av alle hgyere (Eukaryote) livsformer som planter og dyr. Likevel
er det grundig dokumentert at HGO er ekstremt usannsynlig og derfor ikke utgjer noen stor risiko
for disse livsformene, om man ser pa den delen av arvestoffet som overfares vertikalt (nedarves
fra foreldre til avkom). Mer sannsynlig er det at HGO kan finne sted lokalt i f.eks. tarmceller,
som ikke pavirker kjgnnscellene men kan ha lokal effekt. HGO fra bakterier og andre
mikroorganismer til Eukaryoter er langt vanligere enn HGO mellom hgyere Eukaryoter (Keeling
2009). HGO mellom mikroorganismer er derimot svaert viktig og relativt vanlig i naturen.

Fritt DNA utgjer normalt ikke noen stor risiko. Dels vil det ofte brytes ned i kortere fragmenter
relativt raskt. Dels er det veldig liten sannsynlighet for at det tas opp av en levende organisme.
Om det likevel tas opp er det enda lavere sannsynlighet for at det aktuelle DNAet i sa fall blir
satt inn i organismens eget arvestoff. Nielsen et al. (2007) foretok en grundig gjennomgang av
hvordan fritt DNA havner i miljget og hvor stabilt det er. Under spesielle betingelser kan likevel
fritt DNA bade tas opp og settes inn i en ny organisme. Dette fenomenet, som omtales som
transformasjon, forekommer naturlig i et betydelig antall kjente bakteriearter (bade gram
positive og gram negative) og er grundig oppsummert av Chen & Dubnau (2004). Johnsborg et al.
(2007) omtaler naer 70 slike arter, men disse omfatter f.eks. ikke S. maltophila. Johnsborg et al.
papeker at den felles stammoren til Proteobacteria sansynligvis hadde denne evnen. Det reelle
antallet er derfor trolig betydelig hayere. Forutsetningen er at bakteriene er sakalt kompetente;
- en tilstand som kan oppsta for eksempel om bakteriene mangler naering eller stresses av andre
faktorer. Om DNA forekommer som sirkulaere plasmider eller lineaere fragmenter kan vaere
avgjerende for bade stabilitet og sannsynlighet for transformasjon av DNAet. Visse typer av
sekvensmotiver kan ogsa gke sannsynligheten for transformasjon i visse gram-negative
bakteriegrupper (Chen & Dubnau, 2004). | de aller fleste bakterier er imidlertid DNA opptak ikke
sekvensspesifikt. Transformasjon er viktig for bakterier i naturen (Domingues et al. 2012).

DNA kan ogsa overfares mellom bakterier, et fenomen som omtales som konjugasjon.
Konjugasjon skjer primaert mellom individer av samme eller svaert naertstaende bakteriearter.
Konjugasjon kan betraktes som en form for bakteriesex, og involverer normalt overfgring av
plasmid fra en bakterie til en annen (som mangler plasmid). Konjugasjon er viktig for effektiv
spredning av gunstige gener i bakteriepopulasjoner, slik som gener som koder for
antibiotikaresistens (Heuer & Smalla 2012). Studier av kliniske isolater av E. coli viser klart at
konjugasjon har vart en viktig mekanisme i utviklingen av mange slike stammer. Konjugasjon er
ogsa dokumentert for bl.a. S. maltophilia (Brooke 2012).

Det siste naturlige systemet for a overfare nye gener til bakterier omtales som transduksjon. Det
skjer nar virus (bakteriofager) injiserer sitt arvestoff i bakterien og dette arvestoffet deretter
blir funksjonelt i bakterien. Med tanke pa problemstillingene som dette prosjektet fokuserte pa
er transduksjon ikke viktig, i motsetning til transformasjon og konjugasjon.

28 Utilsiktede utslipp av genmodifiserte mikroorganismer - Veterinaerinstituttets rapportserie 11-2013



Muligheten for transformasjon og konjugasjon i biofilm gjar det mulig a se for seg at bade
genetisk komplementering og stabling av gener (stacking) kan skje ved utslipp av GMMO eller
plasmider. Komplementering dreier seg om at ikke-funksjonelle varianter av et gen eller en
genetisk syntesevei kan bli funksjonell ved a kombineres med et annet ikke-funksjonelt gen eller
syntesevei (se f.eks. Crepin et al. 2012). Ved mange laboratorier utvikles GMMO der defekte
varianter av et gen eller en syntesevei for toksin, et skadelig protein eller evne til a infisere
bestemte vertsorganismer settes inn for a studeres. Teoretisk kan det da oppsta en funksjonell
variant ved utslipp og komplementering. Stacking er blitt veldig vanlig i forbindelse med
utvikling av nye genmodifiserte planter (Taverniers et al. 2008). Stacking kan skje pa flere ulike
mater. Det vesentlige er at ulike nye egenskaper ender med a vare tilstede samtidig i
organismen. Den biologiske effekten av a kombinere gener diskuteres bl.a. i forbindelse med
gener som koder for visse insektgifter (Cry-proteiner; VKM 2012). Det kan tenkes at
risikovurderinger rundt arbeid med GMMO i for liten grad tar hensyn til slike muligheter.

6.1.2. Reduksjon av risiko

Hvis konsekvensene av transformasjon eller konjugasjon er alvorlige kan man sta overfor en stor
risiko. De viktigste enkeltfaktorene for a minimere risiko i forbindelse med GMMO er
forebyggende tiltak som hver for seg minimerer sannsynlighet for, og/eller konsekvens av skade.
Tiltak som farst vil virke nar skaden allerede har oppstatt vil bare kunne virke begrensende. At
et utslipp oppdages er heller ikke ensbetydende med at man kan stoppe spredning.

6.1.3. Risiko for aktiviteten pA GMMO laboratorier

Utbredt forekomst av multiresistente bakteriestammer i biofilm i avlagpsrer fra laboratorier
utgjer en hittil lite diskutert risiko. | tillegg til a vaere en risiko for miljoet utenfor GMMO
laboratoriene, er det her snakk om en risiko for det forsknings- og utviklingsarbeidet som foregar
pa GMMO laboratoriene. De resistente stammene som apenbart fantes i biofilm i flere av
prevene i dette prosjektet er resistente mot de samme antibiotika som benyttes til a rendyrke
GMMO i laboratoriet. Om stammer med multiresistens mot disse antibiotika kommer inn i
laboratoriemiljget kan de gjgre det mye vanskeligere a skille gnsket GMMO fra forurensing.
Dette er det viktig a ta hensyn til dersom man @nsker a gjare jevnlig prevetaking av f.eks.
avlgpsrer for a fare kontroll med utslipp fra laboratoriene. Pravetaking ma ogsa ivareta
sikkerheten for det personalet som tar pravene (ngdvendig verneutstyr).

6.2. Funn
6.2.1. GMMO

Prgven som avslagrte utslipp ble tatt 7 uker etter siste gang det ble arbeidet med den aktuelle
GMMOen. Arsaken til utslippet kunne ikke fastslas med sikkerhet, men det mistenkes at det kan
skyldes at kjemikalielgsningen som skulle inaktivere GMMO var sa gammel at inaktiveringen ikke
var god nok, og at lasning med rester av GMMO deretter er temt i vasken pa laboratoriet. Det er
ikke fastslatt hvor langt ned i avlgpssystemene GMMOen hadde etablert seg. Det foreligger heller
ikke data eller litteratur som indikerer hvor langt ned etablering kan skje.

6.2.2. Antibiotikaresistens og patogene bakterier

ARG finnes naturlig i de fleste miljger. Det ble klart dokumentert at bakterier med resistens mot
flere typer antibiotika ogsa finnes og er vanlige i biofilm ved flere av de undersgkte
laboratoriene. Spesielt er funn av S. maltophilia i prever fra nesten alle laboratoriene verdt a
merke seg. Datagrunnlaget er for sparsomt til a trekke klare konklusjoner om kilden til ARG i de
undersgkte biofilmene/bakteriepopulasjonene. Vi har for lite kunnskap om naturlig forekomst av
ARG i tilsvarende miljger ved laboratorier der det ikke arbeides med GMMO. Og vi har for lite
detaljer om sameksistensen av konkrete genvarianter i de enkelte bakteriestammene i den
biofilmen som ble samlet inn i prosjektet. Det kan ikke utelukkes at transformasjon og
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konjugasjon har vaert medvirkende til etablering av multiresistente bakteriestammer. Ogsa
rester av antibiotika i medier som har havnet i avlgp kan ha bidratt til a ke forekomsten av ARG
i disse bakteriepopulasjonene. Vi mener dette er problemstillinger som bgr undersgkes
grundigere, noe det ikke har vaert ressurser til i dette pilotprosjektet.

Brooke (2012) peker pa gram-negative patogener som viktige multi drug resistant organisms
(MDRO), og hun omtaler S. maltophilia som en «environmental global emerging Gram-negative
MDRO that is most commonly assocated with respiratory infections in humans». Altsa som en
multiresistent opportunistisk patogen. Stenotrophomonas maltophilia kan erverve gener (bl.a.
ARG) fra andre bakteriestammer og den kan ogsa overfgre ARG til andre bakterier. Evnen til a ta
erverve DNA fra andre bakteriearter har, etter Brookes vurdering, alvorlige implikasjoner for
genoverfering i mikrobielle samfunn i miljeet, slik som avlgpsvann og biofilm i rersystemer hvor
S. maltophilia har blitt pavist assosiert med andre MDROer. Et eksempel pa andre gram-negative
MDROer er Pseudomonas spp. som ogsa finnes i mange av de samme miljgene som S.
maltophilia. Disse bakteriene kan ogsa sameksistere i og pavirke hverandre i biofilm (Ryan et al.
2008). Nyere forskning viser ogsa at organismer i biofilm utvikler egne spredningsceller
(McDougald et al. 2012). Den biologiske og helse- og miljemessige betydningen av spredning av
GMMO og/eller genetisk materiale fra disse til biofilm kan derfor vaere undervurdert.

6.3. Metoder

Dette prosjektet var et pionerprosjekt. Det hersket derfor en viss usikkerhet om metodenes
egnethet. Metodene som ble valgt for prosjektet var pa forhand vurdert som egnet for formalet
med bakgrunn i relevant litteratur (f.eks. Jansson et al., 2000; Schwartz et al., 2003). | ettertid
er det klart at de valgte metodene ikke var optimale. Den utbredte forekomsten av ARG, og av
S. maltophilia i sar, var ogsa overraskende og skapte store problemer i forbindelse med forsgk
pa rendyrking av GMMO. Litteratursgk i den anerkjente Web-of-Science databasen indikerte ikke
at S. maltophilia er en vanlig og viktig bakterie i avlgpsvann. Kun tre artikler som har norsker
forfattere og omtaler S. maltophilia er registrert i denne databasen. Ingen av disse artiklene
dreier seg om forekomst i vann/avlep eller nevner den som en vanlig/viktig bakterie i miljoet.

Basert pa erfaringene fra dette prosjektet konkluderer vi med at bakterier dyrket pa skal burde
vaert analysert med dot-blotting (Todd et al., 1999; Niu et al. 2012; Yeom et al. 2011), med
prober for et storre antall markegrelementer enn blargy, nptll og M13, for a forsgke a identifisere
spesielt interessante stammer.

Det ble isolert plasmid fra blandingskulturer og renkulturer. Analysene av disse plasmidene ble i
sin helhet gjort ved hjelp av PCR. Ogsa dette viste seg a vaere sub-optimalt. Metodikken
fungerte godt med preve 8, og farte til funn og identifisering av en konkret GMMO. Trolig var
denne GMMOen dominerende i bakteriemiljget i prgve 8, kanskje fordi det var snakk om et
relativt ferskt utslipp. For de gvrige pravene kan mye tyde pa at bakteriepopulasjonene var
sammensatte og komplekse. Dels slik at de inneholdt mange ulike varianter av plasmider med en
eller flere av markgrene som skulle pavises med PCR. Dels slik at det ble produsert uspesifikke
PCR produkter. Resultatet var hyppig forekomst av mange PCR produkter, som vist bade i form
av band av ulike starrelser pa gel (j.fr. Figur 9 og 11) og i form av uleselige/ikke-tolkbare
sekvensdata (j.fr. Figur 14). En alternativ strategi som kan vaere aktuell ved et
oppfelgingsprosjekt er a gjgre metagenomsekvensering av isolerte plasmider med sakalt Next
Generation sekvensering (NGS). Med NGS kan man generere svart store mengder
sekvensinformasjon som etterpa ma bearbeides med avanserte dataprogrammer. En slik
tilnaerming ma planlegges godt, men vil trolig vaere kostnadseffektiv sammenholdt med
konvensjonell PCR-strategi. Riktig gjennomfart ville man med NGS fa tilnaermet komplette
sekvensdata for samtlige isolerte plasmider fra hver prave. Pa det grunnlaget ville det vaere
enkelt & avgjere om det var snakk om transgene plasmider, og a identifisere hva slags
genmodifiseringer som var utfert.

TRACA (transposon aided capture) er et dyrkingsuavhengig system for a fange plasmider i en
blandet populasjon av mikroorganismer (som prgvene tatt i dette prosjektet; Jones et al. 2007).
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Nylig har to artikler blitt publisert der TRACA er kombinert med NGS for metagenomsekvensering
av nye plasmider fra komplekse populasjoner av mikroorganismer (Jones et al. 2010; Zhang et al.
2011). Dette systemet er svaert aktuelt a benytte i et eventuelt oppfelgingsprosjekt. lkke minst
fordi det kan vaere egnet til a belyse om ARG eller andre gener spres horisontalt fra GMMO, og
om dette i sa fall skyldes konjugasjon, transformasjon eller andre mekanismer.

6.4. Administrative forhold pa laboratoriene

Det var betydelige forskjeller i ansvarsorganisering, opplaering og rutiner pa de besgkte
laboratoriene. Administrativt er den vanligste modellen at et laboratorium er organisert under
en ledende forsker med egen forskningsgruppe knyttet til laboratoriet. Det er vanlig at slike
gruppeledere tilbringer relativt lite tid pa laboratoriet. Som regel er det derfor en underordnet
forsker som har det praktiske ansvaret for praktisk opplaering og kontroll med daglige rutiner. Pa
laboratorier som ikke er knyttet til en enkelt forskningsgruppe er ansvaret ikke alltid like klart
plassert. Dette er et punkt hvor det kan vaere behov for at ansvarlig myndighet er spesielt
oppmerksom pa faren for svikt i opplaering, rutiner, m.m. Skriftlige retningslinjer for arbeid pa
laboratorier er gjerne utarbeidet i fellesskap av forskningsgruppene, instituttenes ledelse og
HMS-ansvarlige. Pa samtlige av de besgkte laboratoriene har retningslinjer for arbeid med GMO
vaert underlagt den generelle HMS-instruksen. Pa laboratorier som helt eller delvis opererer
under ISO akkreditering, slik som Veterinaerinstituttet, er det i tillegg til HMS-instruksen et
omfattende kvalitetssikringssystem (KS-system) som i detalj beskriver arbeid pa ulike
laboratorier og med ulike typer av praver, metoder, osv. Fordelen med et KS-system er at det
gker bevisstheten omkring kvalitetssikring og rutiner generelt. Ulempen kan vaere at systemet
blir for detaljert og uoversiktlig, og at det kan oppsta uklarhet om hvor man finner relevant
informasjon. Teoretisk kan det ogsa vare inkonsistens mellom beskrivelser i KS-system og HMS-
instruks. Dette innebaerer at det er stort behov for samordning og oppdatering av KS og HMS.

Gjennom dialogen med de involverte laboratoriene ble det etablert et inntrykk av at det er for
lite fokus pa §15 og 16 i Forskrift om innesluttet bruk av genmodifiserte mikroorganismer (HOD,
2001). Disse to paragrafene regulerer sikkerhetstiltak og kontroll av innesluttet bruk.
Forskriftens 8§15 “Sikkerhetstiltak” lyder i sin helhet:

e Ved all innesluttet bruk gjelder prinsippet om god mikrobiologisk praksis. Sikkerhetstiltakene skal
veere i overensstemmelse med vedlegg V.

e  Genmodifiserte mikroorganismer skal inaktiveres ved bruk av anerkjente metoder i alt avfall og
utslipp, herunder avlgpsvann. Det skal om ngdvendig undersgkes om det forekommer levedyktige
organismer utenfor den primeere fysiske inneslutningen.

e | tillegg til kravene i annet ledd, skal alt utslipp til miljget, der det benyttes
antibiotikaresistensgener, behandles slik at disse genene gdelegges for eksempel ved fragmentering.

e Effekten av behandlingen i annet og tredje ledd skal dokumenteres.

Forskriftens 816 “Kontroll” lyder (i forste setning, ferste led) slik:

e Ansvarlig for laboratoriet/anlegget skal fgre kontroll med den innesluttede bruken.

Hvordan GMMO og annet materiale ble inaktivert var ikke et sentralt spgrsmal i dette prosjektet.
Problemstillingen ble imidlertid aktualisert av det konkrete funnet av GMMO i biofilm pa et
laboratorium og den etterfglgende prosessen med a finne mulig forklaring pa utslippet.
Menneskelig feil kan aldri utelukkes. Det er derfor viktig a etablere systemer som tar hensyn til
menneskelig feil. Samtidig ma systemer ikke bli urimelig krevende. Bade den levende GMMOen,
plasmid-DNA og antibiotika bgr i minst mulig grad slippes ut i miljget. En kombinasjon av
oppsamling av materiale i beholdere med kjemisk inaktivering kan enkelt kombineres med fysisk
inaktivering med autoklavering eller forbrenning. Uansett ma retningslinjene for inaktivering
vare entydige og klare. Pa flere av de besgkte laboratoriene framkom det gjennom samtaler
med personalet og dokumentgjennomgang at det var det ulik praksis fra person til person. Dette
henger apenbart sammen med at de skriftlige retningslinjene for inaktivering var lite konkrete
pa alle de besgkte laboratoriene.
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7. Konklusjon og anbefalinger

Det gjennomfarte prosjektet var et pionerprosjekt. Det har derfor vaert umulig a gi en
fullstendig dekning av alle problemstillinger, all relevant litteratur, osv. Prosjektet har ferst og
fremst gitt bedre grunnlag for a vurdere om det er sider ved arbeid med GMMO som trenger
tettere oppfelging framover, og peke ut de viktigste.

Vitenskapelig litteratur om overvaking og kontroll med GMMO i miljger utenfor
forskningslaboratorier handler i all hovedsak om hvordan man kan utfgre slik overvaking og
kontroll. Det meste av denne litteraturen er av noe eldre dato (minst 10 ar gammel) og de
beskrevne metodene viste seg a vare sub-optimale. Vi har ikke klart a finne eksempler pa at det
er gjennomfart prgvetaking og analyse av miljeet utenfor GMMO-laboratorier for a kartlegge om
utilsiktede utslipp faktisk finner sted. Det eksisterer heller ikke, sa langt vi kjenner til, noen
oversikt som oppsummerer kjente tilfeller av utilsiktede utslipp av GMMO. Et slikt register finnes
for GM planter og dyr (GMCR, 2013). Derimot fant vi dokumentert at det i andre land er
rapportert om utilsiktede utslipp. | noen saerlig alvorlige tilfeller er utslippene oppdaget pa
grunn av skader pa mennesker (GM virus som infiserte laboratoriepersonale; HSE 2003). | andre
tilfeller har bedrifter selv oppgitt at de forventer utslipp knyttet til sin kommersielle virksomhet
(GeneWatch 1999). Vi vil spesielt peke pa laboratorienes eget ansvar for a fgre kontroll med
etterlevelse og effekten av inneslutningstiltak. Dette er, sa langt vi kan vurdere, et punkt hvor
det er stort forbedringspotensial.

GMMO kan slippe ut fra forskningslaboratorier, og de kan trolig ogsa etablere seg mer permanent
i biofilm i avlgp. Naturlig biofilm bestar som regel av mange ulike mikroorganismer i et
komplekst samfunn (McDougald et al. 2012). Biofilm i avlgp fra laboratorier har hgy forekomst av
ARG, om man skal konkludere fra dette prosjektet. Det har ikke vaert mulig innenfor et sa
begrenset prosjekt som dette a fastsla om GMMO er en medvirkende arsak til den haye
forekomsten av ARG. Diversitet av bakterier og forekomst av ARG er ikke avhengig av arbeid med
GMMO (Andam et al. 2012; Brooke 2012; Domingues et al. 2012).

Det er flere problemstillinger som apenbart trenger oppfalging, for eksempel gjennom et eller
flere forskningsprosjekter. For det forste, etablering av bedre analysemetodikk for kombinert
provetaking og karakterisering av biofilm fra GMMO-laboratorier. Metodikken bgr vaere egnet for
et bredt spekter av GMMOer, inkludert sopp og GMMO uten de vanligste ARG. Metodikken bar
vaere kostnadseffektiv. Om den etableres gjennom internasjonalt samarbeid vil dette gke
potensialet for at metodikken pa sikt blir etablert som internasjonalt harmonisert metodikk for
formalet. Slik harmonisering er i svaert stor grad gjennomfart for GM planter i mat og for i E@S-
omradet, bl.a. pa grunn av det tette samarbeidet i ENGL og med EU-RL GMFF. Ogsa globalt har
man kommet langt i & harmonisere metodikken for GM planter i mat og fér. Tilsvarende
samarbeid er forelgpig fravaerende for GMMO.

For det andre mangler det ngdvendig kunnskap om naturlig forekomst av ARG i biofilm i
avlgpsrer. Tyerman et al. (2013) viste at bredspektret antibiotikaresistens kan oppsta i
forbindelse med dannelse av biofilm ogsa uten antibiotikaseleksjon. Om og hvordan GMMO
aktiviteter pavirker biofilm er darlig kjent, men man kan se for seg bade direkte og indirekte
pavirkning. Direkte pavirkning vil f.eks. vaere at GMMO etablerer seg og/eller at ARG fra GMMO
tas opp og spres i bakteriepopulasjonene. Indirekte pavirkning vil f.eks. vare at rester av
antibiotika eller andre stressrelaterte faktorer fra GMMO-arbeidet bidrar til a selektere fram
antibiotikaresistente eller stresstolerante stammer spesielt i avlgpsrarene fra GMMO-
laboratoriene. Det vil dessuten vaere interessant a fa dokumentert om horisontal genoverfgring
(konjugasjon eller transformasjon) har spilt eller kan spille en rolle for spredning av ARG eller
andre gener fra GMMO til mikroorganismer i biofilm. Regelverket peker pa ngdvendigheten av
gode inneslutningstiltak og kontroll med utslipp av bade levende GMMO og genetisk materiale
som ARG.

For det tredje ma det undersgkes hvor langt nedover i avlgpssystemene mikroorganismer fra slik
biofilm generelt og fra GMMO spesielt, klarer a etablere seg, og hvor stabilt de blir i biofilmen.
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Det er flere tiltak knyttet til forebygging og kontroll med GMMO-laboratorier som kan ha
betydning for & minimere risiko for utilsiktede utslipp og skadebegrensning ved slike utslipp. |
denne omgang vil vi spesielt peke pa seks slike tiltak:

1. Klare regler og retningslinjer ved det enkelte laboratoriet. Disse bgr i betydelig grad
vare harmonisert bade nasjonalt og internasjonalt. De ma vaere sa detaljerte og
konkrete at det ikke oppstar tvil om hvordan nadvendig inneslutning skal sikres og
hvordan bade levende og ikke-levende materiale skal handteres. Bade GMMO, fritt DNA
og antibiotika i dyrkingsmedier er eksempler pa materiale som skal handteres pa
risikoforebyggende mater.

2. Klare ansvarslinjer, bl.a. for oppdatering av regler og retningslinjer, opplaering,
internkontroll, rapportering og beredskap for handtering av uhell.

3. Oppleering og oppfelging av personalet slik at regler og retningslinjer blir kjent av
personene som skal arbeide pa GMMO-laboratorier. Tidsbegrenset godkjenning og fysisk
adgangsbegrensning til laboratorier kan vaere med pa a sikre at kun personer med
nedvendig opplaring og oppdatert kompetanse kommer i kontakt med GMMO.

4. Kultur for a tenke konsekvenser av utslipp og for a diskutere biosikkerhet i et bredere
perspektiv kan bevisstgjare personale som arbeider med GMMO.

5. Rutinemessige egenkontroller av opplaeringsrutiner, kompetanseniva, og etterlevelse av
regler og retningslinjer, j.fr. 815 og 16 i Forskrift om innesluttet bruk av genmodifiserte
mikroorganismer (HOD, 2001). | tillegg kan det vaere fornuftig a ta prever av miljoet
utenfor laboratoriet, inkludert biofilm i avlgpsrar, for a kontrollere om
inneslutningstiltakene fungerer slik de skal. Hvis pravetaking og analyser benyttes ma de
kobles til en beredskapsplan for handtering av eventuelle utslipp. For eksempel for
hvordan man skal fa full oversikt over omfang og arsaker til utslipp, og hvordan man skal
minimere skadevirkningene.

6. Eksterne kontroller av godkjente laboratorier. | farste omgang vil disse kunne bygge pa a
fare kontroll med at egenkontroller utfares jevnlig og pa en tilfredsstillende mate. Ved
svikt i egenkontroller bar det vurderes a gjennomfare mer omfattende eksternkontroll,
f.eks. med pravetaking og analyser. Dette kan medfare behov for etablering av et
nasjonalt referanselaboratorium for analyser av slike praver.
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