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Pa oppdrag for Miljgdirektoratet, har HI undersakt farekomst av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel samla inn langs Norskekysten
i perioden fra juni til august 2017. Det vart undersgkt 26 parti med skijel fré i alt 18 lokalitetar med ulik grad av menneskeleg innverknad.
Totalt 252 bakterieisolat fra desse pravane vart undersgkte for fenotypisk antibiotikaresistens, samt resistens mot eit utval tungmetall med
kjende resistensdrivande eigenskapar (koppar, sink og kadmium). Bakterieisolata som vart dyrka fram utan antibiotika tilsett i vekstmediet
og seinare undersgkt for resistens, gav innsyn i den generelle farekomsten av resistenseigenskaper bade hos bakteriar som hayrer heime
i havet og hos bakteriar tilfart fra andre kjelder. Det vart og dyrka fram bakterieisolat med medier tilsett antibiotika for & fremje vekst av
antibiotikaresistente bakteriar og for & betre kunne undersgkje koplinga mellom antibiotikaresistens og tungmetallresistens.
Undersgkingane viste at

e  659% avisolata dyrka fram utan antibiotika (n=75) var resistente mot feerre enn tre antibiotika, medan 33 % vart klassifisert som
multiresistente (MR).

e  Mange av isolata som vart definerte som MR (33 %) var resistente som fylje av naturleg ibuande resistens for den aktuelle
arten, og kan ikkje reknast som tilfgrt antibiotikaresistens.

e Hyppigast farekomst (>40 %) var resistent mot cefotaxim, ampicillin, amoxicillin, mecillinam og ceftazidim.

e  Detvart ikkje funne resistens mot nalidiksinsyre, eller nokre av dei klinisk relevante stoffa doxysyklin, tetrasyklin, meropenem,
levofloxacin, eller ciprofloxacin.

e  Bakterieisolata var dominerte av artar ein finn i mange miljg, som Pseudomonas sp. og Stenotrophomonas sp., 0g som er
kjende for & ha ibuande resistenseigenskapar mot fleire antibiotika. Det vart likevel pavist resistens hos nokre av desse som dei
vanlegvis er sensitive for, som til demes ceftazidim og tobramycin.

e Detvart ikkje funne auka farekomst av resistente bakteriar fra lokaliteten med hgg menneskeleg innverknad.

o Deilokalitetane der meir enn 50 % av isolata var MR var klassifisert som béde 1ag og medium menneskeleg innverknad, og alle
hadde hagare niva av E. coli.

e  Samanhengsanalysar viste signifikant kopling mellom koppar- og sinkresistens og MR, mellom kopparresistens og resistens
mot vancomycin, sinkresistens og resistens mot imipenem, samt kadmiumresistens og resistens mot doxysyklin.

e  Ved framtidig overvaking av antibiotikaresistens og tungmetallresistens i marint miljg, bgr andre bakteriar i tillegg til Escherichia
coli nyttast som indikatororganisme da berre 0,01 % av det generelle bakterietalet i skjela var E. coli.

Summary (English):

On assignment from The Environmental Agency, The Institute of Marine Research (IMR/HI) has performed screening for antibiotic
resistant bacteria in marine hivalves collected along the Norwegian coast in June, July and August 2017. Totally, 26 sample batches of
hivalves originating from 18 different locations with different degree of anthropogenic influence. Totally 252 bacterial isolates were obtained
from these samples and examined for phenotypic antimicrobial resistance (AMR), as well as resistance towards selected heavy metals
identified as potential antimicrobial resistance drivers (copper, zinc and cadmium). Knowledge about the general prevalence of
antimicrobial resistance were obtained by resistance testing on isolates obtained after cultivation on general growth media without any
selection, including indigenous marine bacteria and bacteria originating from other sources. To increase the data set when examining the



relation between antimicrobial resistance and resistance towards heavy metals, bacterial isolates were also obtained after cultivation on
growth media added antibiotics.

e  Totally 65 % of the bacterial isolates obtained without antibiotic selection (n=75), were resistant to less than three antibiotics,
whereas 33 % were classified as multiresistant (MR).

e  Several of the MR isolates were intrinsically resistant, and had not necessarily acquired any AMR genes.

e  Resistance were most frequently (>40%) seen for cefotaxime, ampicillin, amoxicillin, mecillinam and ceftazidime.

e  There were no observed resistance against nalidixic acid, and some clinical relevant compounds such as doxycycline,
tetracycline, meropenem, levofloxacin and ciprofloxacin.

e  The identified isolates were dominated by bacterial species found in many environments, such as Pseudomonas sp. and
Stenotrophomonas sp. These bacteria are known to be intrinsically resistant towards several antibiotics. Still, some isolates
were resistant against antibiotics that they usually are sensitive for, such as ceftazidime and tobramycin.

e  There was no observed increase in resistance in bacteria from the location defined with high anthropogenic influence.

e  Locations where more than 50 % of the isolates were MR were found at locations with both low and medium anthropogenic
influence, and commonly all had higher levels of E. coli.

e  Correlations were found between MR in bacterial isolates and resistance against copper and/or zinc, as well as copper
resistance and resistance against vancomycin, zinc resistance and resistance towards imipenem, and resistance to cadmium
and doxycycline.

e Infuture research on antibiotic- and heavy metal resistance in the marine environment, the inclusion of other bacterial species
than Escherichia coli, would be useful, as this bacterium only comprised 0.01 % of the total cultivable bacteria.

Emneord (norsk): Subject heading (English):

1. Antibiotikaresistens 1. Antibiotic resistance

2. Tungmetallresistens 2. Heavy metal resistance

3. Marine skjel 3. Marine bivalves

4, Marint miljg 4. Marine environment

Cecilie Svanevik Monica Sanden

prosjektleder faggruppeleder
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Forord

1 Forord

Denne rapporten er skriven pa oppdrag for Miljgdirektoratet og er utfart i perioden juni 2017 til februar
2018. Oppdraget var a kartlegge farekomst av antibiotikaresistens i akvatisk miljg, og det vart nytta
marine skjel som prgvemateriale for dette. Rapporten baserer seg pa prgvar innhenta gjennom
Mattilsyntes tilsynsprogram for skjel, og NIFES har innhenta lgyve fra dei til & nytte desse pravene for
dette formalet. Fra 1. januar 2018 vart NIFES fusjonert med Havforskningsinstituttet og fekk
Havforskingsinstituttet som nytt felles namn. Oppdragstakar er referert til som HI vidare i rapporten,
sjelv om instituttets namn var NIFES under storparten av oppdragsperioden.

Teknisk ansvarleg for arbeidet har vore Betty Irgens, medan Manfred Torsvik stod for prgveregistering,
veging av skjel og praveopparbeiing til tungmetallanalysar, samt merking og fordeling av prgvane til
laboratoria. Mikrobiologiske analysar vart gjort ved laboratorium for molekylerbiologi der Betty Irgens,
Didrik Hjertaker Grevskott og Lena Skar Bernssen har utfert dyrking av bakteriane,
antibiotikaresistenstesting, og artsidentifisering. Betty Irgens, Tone Galluzzi og Cecilie Smith Svanevik
har utfgrt metallresistensanalysane. Analysar av tungmetall vart utfgrt ved laboratorium for grunnstoff
av Snorri Gunnarsson.

Me ynskijer a takke alle som har delteke i gjennomfaringa av prosjektet.

HI, februar 2018
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Innleiing

2 Innleiing

Antibiotikaresistente bakteriar er ei av dei sterste helserelaterte utfordringane pa verdsbasis. Auka
farekomst av resistens kan medfare behandlingssvikt for infeksjonar som tidlegare har latt seg behandle.
Bakteriar finn ein naturleg i alle miljg, og mange av eigenskapane som gjer dei motstandsdyktige mot
antibiotika er og naturleg farekomande, men menneskeleg innverknad vil kunne auke farekomsten og
fremje bakteriar med nye resistenseigenskapar. Mange av dei antibakterielle stoffa som vert brukt av
menneske eller til husdyr, vert skilde ut i aktiv form gjennom urin eller avfgring. Kloakkreinsing vil
berre i liten grad fjerne desse stoffa fgr dei havnar i havet. Sjglv om slike restar av antibiotika vil verta
tynna ut til konsentrasjonar som ikkje direkte paverkar veksten av bakteriar, kan dei likevel paverke
utviklinga av resistens [1, 2]. | tillegg vil behandling med antibiotika kunne fare til utvikling av resistens
hos andre bakteriar enn dei behandlinga er retta mot. Dette kallar ein gjerne for stoffa sin gkoskygge.
Antibiotika som er breispektra verkar mot ei rekkje bakteriegrupper og har starre gkoskygge, da dei har
starre innverknad pa miljgbakteriar enn stoff som er smalspektra. Kloakk, avrenning fra land, samt
avfaring fra ville dyr og fuglar, vil fare til at antibiotika med stor gkoskygge og bakteriar med og utan
resistens endar opp saman i det marine miljg. | miljget kan ein fa antibiotika-driven utvikling av resistens
hos marine bakteriar, eller ein kan fa opphoping av resistente bakteriar fra landkjelder inn i den marine
naeringskjeda. I tillegg har fleire andre kjemiske stoff som endar opp i havet vist & ha resistensdrivande
eigenskapar. Vitenskapskomiteen for mattryggleik (VKM) peikar pa at tungmetall som kobbar, sink og
kadmium, har innverknad pa den generelle utviklinga av antibiotikaresistens [3, 4].

Marine skjel, som blaskjel (Mytilus edulis), er gjerne det farste leddet som kan fange opp resistente
bakteriar i havet. Skjel er stasjonare og filtrerar frittsvevande partiklar som algar, detrius og
mikroorganismar, inkludert antibiotikaresistente bakteriar som matte vera til stades. Dei fungerer difor
som ein biologisk samlestasjon i vatnet og vil uttrykkje den samla bakteriebelastninga i eit bestemt
omradet, uavhengig av kva som er den opphavelege bakteriekjelda. Skjel kan difor nyttast som
indikatororganisme for bade mikrobiologiske og kjemiske parametrar, og er vorte fgreslatt som ein god
indikatororganisme for antibiotikaresistente bakteriar [5].

Pa oppdrag for Mattilsynet overvakar HI kontinuerleg norske skjel for fekale indikatorbakteriar
(Escherichia coli), samt kjemiske framandstoff. Pravematerialet bestar av parti med skjel som er samla
inn fra lokalitetar langs Norskekysten, og innsamling feregar gjennom heile aret. Det er desse
skjelprgvane som er nytta i var kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marint miljg.
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Materiale og metodar

3 Materiale og metodar

3.1 Lokalitetar og prgveinnsamling

Etter & ha innhenta lgyve fra Mattilsynet, har HI utfert kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i
det akvatiske miljget ved & nytte marine skjel fra deira tilsynsprogram. Mattilsynet er ansvarleg for val
av lokalitetar, hausting og innsending av prevane til HI. Sommarmanadane vert rekna som hggsesong
for sjalvplukking av blaskjel, og Mattilsynet sender da inn pravar fra fleire lokalitetar enn resten av aret.
Ved HI har ein isolert resistente bakteriar fra skjel som vart innsendt i juni, juli og august, vekene 24 til
35, 2017. Mattilsynet sine lokalitetar er knytt til omrader som, i alle hgve periodevis, let seg utnytte for
hausting til konsum. Som kontrollstasjon har HI i same tidsperiode samla inn skjelpravar fra Byfjorden
i Bergen, som representerer ein lokalitet med kjend hgg menneskeleg innverknad [6]. Totalt vart 18
lokalitetar langs Norskekysten fra Aust-Agder til Troms undersgkt (Figur 1), og lokalitetane vart
klassifisert etter lag, medium og hgg menneskeleg innverknad basert pa fire faktorar; relevante
varslingar pa Miljedirektoratet si kartteneste [7], innbyggjartal per kommuneareal [8], innbyggjartal per
kommunalt kystareal [9] og farekomst av E. coli i skjelprgven fra lokaliteten (Figur 11). Kystareal er
tatt med pa bakgrunn av at mykje av den menneskelege innverknaden fra ulike kjelder av forureining,
inklusiv kloakk og kystneer industri, vil ende opp i kringliggjande kystomrade (Sja kap.8, Tabell 3 for
utrekning). Totalt 26 parti med skjel vart undersgkt og utgjorde sju ulike skjelartar, av desse var 18 parti
blaskjel (Mytilus edulis), 2 parti kamskjel (Pecten maxiums), 2 parti flatasters (Oestra edulis), samt 1
parti kvar av stillehavsgsters (Crassostrea gigas), sandskjel (Mya aranara), hjarteskjel (Cerastoderma
edule) og kuskjel (Arctica islandica). Skjelart, kommune og utrekna menneskeleg innverknad er vist i
Tabell 1.
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Materiale og metodar

Nordreisass"
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%ff Gygarden 1,24
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Figur 1: Kart over lokalitetar, namngiven etter kommune, med skjelparti undersgkt for antibiotikaresistente bakteriar. Lokalitetar
med tal indikerar at fleire skjelparti vart undersgkt frd same lokalitet (sj Tabell 1). Lokalitetane er gitt farge ut frd grad av
menneskeleg innverknad; grgn=Iag, bl&=medium og raud=hgg (sja Tabell 3).
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Materiale og metodar

Tabell 1: Oversikt over undersgkte lokalitetar (kommune), grad av menneskeleg innverknad (sja Tabell 3), marine skjelartar
(prevar) og om skjela var fra villbestand eller oppdrett.

Kommune | Menneskeleg innverknad Artar Oppdrett/villbestand
Grimstad 1 | Lag Stillehavsgsters | Villoestand
Grimstad 2 | Lag Blaskjel Oppdrett
Kvitsgy 1 Lag Flatgsters Oppdrett
Kvitsgy 2 Lag Blaskjel Oppdrett
Kvitsgy 3 Medium Kamskijel Oppdrett
Bgmlo 1 Medium Flatgsters Oppdrett
Bgmio 2 Medium Blaskjel Oppdrett
Bergen 1 Hag Blaskijel Villbestand
Bergen 2 Heg Blaskijel Villbestand
@ygarden 1 | Medium Kamskijel Villbestand
@ygarden 2 | Medium Blaskijel Villbestand
Fjaler 1 Medium Blaskjel Oppdrett
Fjaler 2 Medium Blaskjel Oppdrett
Rissa Medium Blaskijel Oppdrett
Afjord 1 Lag Blaskjel Oppdrett
Afjord 2 Lag Blaskijel Villbestand
Afjord 3 Lag Hjarteskijel Villbestand
Afjord 4 Lag Sandskijel Villbestand
Namsos 1 | L&g Blaskijel Oppdrett
Namsos 2 | L&g Blaskijel Oppdrett
Bindal Medium Blaskjel Oppdrett
Leirfijord Medium Blaskijel Oppdrett
Steigen 1 Lag Kuskijel Villbestand
Steigen 2 Lag Blaskjel Villbestand
Vestvgey | Medium Blaskjel Oppdrett
Nordreisa Lag Blaskijel Oppdrett

3.2 Mikrobiologiske undersgkingar

3.2.1 Prgveopparbeiing

Grunna krav til minste mengd prevemateriale i gjeldande EU-metodikk, vart det fra kvart parti undersgkt
samleprgvar av 10 til 25 skjel. Skjela vart vaska far opning med steril kniv. Totalt 50 gram innmat og
kappevatn vart veid inn og fortynna 1:10 med 450 ml fortynningsvatn og homogenisert. Dette
homogenatet vart nytta vidare i dei ulike mikrobiologiske oppsetta.

3.2.2 Kvantitativ analyse

Det generelle bakterietalet i skjelprovane vart bestemt ved dyrking av skjelsuspensjon i 10x
fortynningar. Fra rayr med fortynna prgve vart 0,1 ml stroken ut pa skaler med Mueller Hinton (MH)
agar utan tilsett antibiotika, og talet pa framveksande koloniar vart registrert som kolonidannande
einingar (KDE) per gram skjelmateriale. Nedre og gvre deteksjonsgrense var pa hgvesvis <100 og
>2,5x10%° KDE/g. Skaler med MH agar tilsett ulike antibiotika vart nytta for kvantifisering av
bakterietalet med observert antibiotikaresistens, og antibiotika vart valde med bakgrunn i WHO si liste
over kritisk viktige antibiotika i humanmedisin [10], som 3 gen. cefalosporinar og kinolonar, oversikta
over dei mest forskreve antibiotika i Noreg [11], som penicillinar, samt klinisk viktig antibiotika ein har
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Materiale og metodar

funne resistens mot i sjgmat, som karbapenemar [12]. Fra 10x fortynning vart 0,1 ml stoken ut pa MH
skalene tilsett anten 50 mg/L ampicillin (AMP), 2 mg/L ceftazidim (CAZ), 0,06 mg/L ciprofloxacin
(CIP) eller 10 mg/L imipenem (IPM). For & sikre vekst av bade marine miljgbakteriar og tilfarte
bakteriar vart alle skalene inkubert ved 25 °C i 72+6 timer. Deteksjonsgrensa var mellom <100 og
2,5x10* KDE/g.

For & kunne gje eit meir riktig tal for mengde resistente isolat, vart bakterietalet far skaler tilsett AB
justert med ein prosentfaktor. Denne prosentfaktoren var bestemt ut i fra andelen av isolata fra dei
enkelte skalene som etter antibiotikaresistenstestinga viste seg a faktisk vere resistent mot det enkelte
antibiotikumet i skalene, til demes bakterieisolat fra skaler tilsett AMP som faktisk var resistent mot
AMP. Fylgjande formel vart brukt: KDE/g pa ABx x (% isolat fra ABy skal med reistens mot ABy/100).

HI undersgkijer ogsa, pa oppdrag for Mattilsynet, talet pa E. coli i skjel ved hjelp av ein «Most Probable
Number», MPN-metodikk med dyrking og pavising i buljong og pa skal der deteksjonsgrensa er <18
MPN E. coli/100 g prgve [13]. Resultata fra dei undersgkte skjelpartia er tatt med her da dei vart
inkluderte i utrekninga av menneskeleg innverknad pa lokalitetane.

3.2.3 Kvalitativ antibiotika-selektert pavising av bakteriar

For & selektere fram bakteriar med resistens mot eit utval antibiotika, vart 1 ml av skjelsuspensjonen
tilsett i reyr med Nutrient-buljong og antibiotika, med same konsentrasjonar som for skalene i
kvantitativ analyse. Buljongen vart tilsett anten 50 mg/L ampicillin (AMP), 2 mg/L ceftazidim (CAZ),
0,06 mg/L ciprofloxacin (CIP) eller 10 mg/L imipenem (IPM). Ragyra vart inkubert ved 25 °C i 48+4
timer. Antatt bakterievekst i rgyra vart bekrefta ved utplating av 0,1 ml pa MH-skaler tilsett same
antibiotika. Berre rgyr med vekst og som samtidig hadde vekst pa skal vart registrert som pavist/ikkje
pavist og skulle gje svar pa om det er bakteriar i skjelprgven med resistens mot dei valde antibiotika.
Kontrollstammer for dei ulike antibiotika og meediane er vist i Tabell 8.

3.2.4 Bakteriekultursamling

Fra kvart parti med skjel vart det plukka ut ca. 20 isolat for resistenstesting. Dette utgjorde 10 isolat fra
ikkje-selektive skaler, og 10 isolat (dersom det var s mange) fra selektive skaler tilsett antibiotika (bade
fra kvalitative og kvantitative skaler). Isolata vart dyrka til reinkultur ved gjenteken overfaring til MH-
skaler utan tilsett antibiotika. Vidare vart isolata klassifisert etter Gram-testing (positiv/negativ), samt
etter produksjon av katalase- eller oksidase-enzym.

3.2.5 Fenotypisk antibiotikaresistenstesting

Kvart bakterieisolat vart testa for fenotypisk antibiotikaresistens ved hjelp av_hemmingssonetest og
lappar med antibiotika i fleire ulike klassar, mange med hgg relevans i human- og veterineermedisin. To
panel med 18 antibiotika vart sett opp for Gram-negative og Gram-positive bakterieisolat (Tabell 2).
Metoden for resistenstesting vart utfart etter standardisert protokoll fra EUCAST [14], unntatt ved
testing av isolat som ikkje 10t seg dyrke ved 35 °C. Desse vart satt opp med same metodikk, men inkubert
ved 25 °C. Hemmingssonar vart malt som diameter (mm) og EUCAST protokollen vart og nytta til &
definere brytingspunktet for resistens for bakteriegruppene som er inkludert der, som til dgmes
Enterobacteriaceae. For bakterieisolat som ikkje er dekka i EUCAST, vart berre fullstending fravaer av
sone (0 mm) rekna som resistens. Samanstillinga av datasettet vart delt i to grupper ut i fra om
bakterieisolata var dyrka fram utan eller med antibiotika. Isolat som var resistent mot tre eller fleire
antibiotika i tre ulike klassar vart klassifisert som «multiresistente» (MR) [15].
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Kartlegging av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel Materiale og metodar

Tabell 2: Oversikt over klassar av antibiotika og konsentrasjonar av enkeltstoff (ug) nytta i resistenstesting ved hjelp av
hemmingssone lappetest, samt oppsett (X) for Gram-negative og Gram-positive bakteriar.

Gram Gram
Antibiotikaklasser Forkorting | Antibiotikum negative positive
Penicillinar med utvida spekter AMP ampicillin (10 pg) X X
AML amoxicillin (10 pg) X X
MEL mecillinam (10 pg) X X
Kinolonar og fluorokinolonar CIP ciprofloxacin (5 pg) X X
NA nalidiksinsyre (30 pg) X
LEV levofloxacin (5 ug) X
3. gen. Cefalosporinar CAZ ceftazidim (10 pg) X X
CTX cefotaxim (5 pg) X X
Folsyrehemmare  (sulfonamidar og | W trimetoprim (5 pug) X X
trimetoprim) SXT trim./sulfametoksazol X X
(1.25/23.75 pg)
Karbapenemar IPM imipenem (10 pg) X X
MEM meropenem (10 pg) X X
Tetrasyklinar DO doxysyklin (30 ug) X X
TE tetrasyklin (30 ug) X
Aminoglykosidar CN gentamicin (10 pg) X X
K kanamycin (30 pg) X X
TOB tobramycin (10 pg) X
Nitrofuranar F nitrofurantoin (100 ug) X X
Amfenikolar C kloramfenikol (30 pug) X X
Makrolidar E erytromycin (15 pg) X
Glykopeptidar VA vancomycin (5 pg) X

3.2.6 Fenotypisk metallresistenstesting

Resistens mot koppar, sink og kadmium vart undersgkt ved utplating pd MH-agar med aukande
tungmetallkonsentrasjon (0,095 mM, 0,188 mM, 0,375 mM, 0,75 mM, 1,5 mM, 3,0 mM, 6,0 mM og
12,0 mM). Lagaste konsentrasjon som heilt hemma vekst av bakterieisolatet vart rekna som minste
hemmande konsentrasjon (MIC). For samanlikning med antibiotikaresistensprofilane vart
brytingspunktet for tungmetallresistens definert ut fra aktuell litteratur og satt til 3,0 mM for koppar og
sink, og 1,5 mM for kadmium [16]. Metallkonsentrasjonane i agarplatene vart verifisert for utvalde
parallellar ved hjelp plasmamassespektrometer (ICP-MS) (Tabell 9).

3.2.7 Identifisering

Eit utval av bakterieisolat med serleg interessante resistensprofilar frd dei ulike lokalitetane vart
identifisert ved 16S rRNA genet i BLAST etter Sanger-sekvensering med Big Dye protokoll etter
etablert metodikk pa HI [17] og SeqLab ved Universitetet i Bergen.

3.3 Tungmetallanalysar

Prgveopparbeiing for analyser for tungmetall vart utfert pa same mate som avtalt med Mattilsynet [13].
Kvart skjel vart malt og veid, og snittlengda, vekt av heile skjel, skalvekt, samt vatvekt (v.v) av dei
blaute delane vart bestemt. Samleprgvar fra innmaten til 25 skjel vart frysetgrka og finmalt til pulver far
berekninga av terrstoffinnhald. Tungmetallbestemming ved hjelp av ICP-MS vart utfert pa to parallellar
fra kvar prave. HI har akkreditert metode for koppar, sink og kadmium.

3.4 Mikrobank og biobank

Alle bakterieisolata er lagra pa mikrobankrgyr som inneheld konserveringsveske og fryst ved -80 °C
for framtidige analyser. Nokre av isolata overlevde ikkje denne forma for lagring og ma sjaast pa som
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tapt. For skjelmaterialet nytta for tungmetallanalyser vart det i tillegg laga Biobank av overskytande
prgvemateriale, lagra ved -30 °C. Dette kan nyttast til framtidige analyser for andre resistensdrivande
stoff.

3.5 Grafar og statistikk

GraphPad Prism 7.02 vart nytta til & laga grafar, samt kayre statistikk. Samanhengsanalysar vart utfgrt
ved bruk av kontigenstabellar med Chi-square test for 2x2 matriser, utrekning av Odds ratio (OR) etter
Baptista-Pike metode og p-verdi etter Fisher’s exact test. Positiv samanheng er sett dersom OR >1, samt
p <0,05. Da kontigenstabellar ikkje kan utfgre OR for teljingar lik 0, vart det satt inn 1 i matrisen i staden
0g OR rapportert som > verdien utrekna for 1.
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4 Resultat

4.1 Kvantitative og kvalitative mikrobiologiske analysar av skjel

4.1.1 Bakterietalet i skjel

For kvantitative analysar vart det dyrka bakteriar fra skjel pa ikkje-selektiv MH-agar, og pa MH-agar
tilsett anten ampicillin, ceftazidim, ciprofloxacin eller imipenem. Det generelle bakterietalet varierte fra
1,8 x10% til 1,2x10” KDE/g, med median pé 1,5 x10* KDE/g (Figur 2). For & gje meir riktig bakterietal
fra MH-agar tilsett antibiotika vart bakterietala justert med ein prosentfaktor som forklart i avsnitt 3.2.2.
var hgvesvis 5,4 % og 4,7 % for ampicillin og ceftazidim av det totale bakterietalet, medan medianen
for ciprofloxacin og imipenem lag ved deteksjonsgrensa pa 100 KDE/g. Medianen for E. coli var 0,01
% av medianen til MH utan. Samanheng (p <0,05) i farekomst i bakterietal vart sett mellom aukande
bakterietal i MH-utan, og aukande bakterietal for MH-AMP og MH-IPM. Det var ikkje sett noko
samanheng mellom generelt bakterietal og talet pa E. coli. Sja kap. 8 for figur med ikkje-faktorjusterte
bakterietal (Figur 10) og utvida figur med bakterietal fra ulike medier fordelt pa lokalitetar (Figur 11).
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Figur 2: Medianverdi (n=26) med spekter for bakterietal (log KDE/g) fr& MH-agar utan antibiotika, MH med 50 mg/L ampicillin
(AMP), MH med 2 mg/L ceftazidim (CAZ), MH med 0,06 mg/L ciprofloxacin (CIP), MH med 10 mg/L imipenem (IPM) og MPN/g
E. coli. Stipla line indikerar deteksjonsgrensa <100 KDE/g (2 log). MPN E. coli har deteksjonsgrense <18/100g (-0,74 log).

4.1.2 Kvalitativ antibiotika-selektert pavising av bakteriar

Det vart pavist vekst i alle MH-rgyr tilsett ulike antibiotika i 17 av 26 prgvar. Talet pa rayr med pavist
vekst var 24 av 26 for ampicillin, 25 av 26 for ceftazidim, 24 av 26 for ciprofloxacin og 18 av 26 for
imipenem. Lagast andel pavising var i kamskjel fra Ulvaysundet, der det berre vart pavist vekst i rayr
med ciprofloxacin. Det er godt samsvar mellom fraverande vekst i MH-rgyr og lage bakterietal pa
MH-skaler tilsett tilsvarande antibiotika. Eit unntak er eit parti blaskjel der det ikkje var vekst i rayr
med ciprofloxacin, medan bakterietalet pa skaler med ciprofloxacin var relativt hggt (6000 KDE/g).
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4.2 Bakteriesamling

Ved ferdigstilling av bakteriesamlinga var det samla inn 501 bakterieisolat for vidare karaterisering.
Grunna kvalitetskrav for reinkultur, samt at ein del isolat ikkje 10t seg dyrke etter lagring pa Mikrobank,
vart 252 isolat inkludert for antibiotikaresistenstesting og 232 isolat for tungmetallresistenstesting (Figur
3).

501 fra skjel
407/94 )
— 204 isolat ekskludert
! © - Manglande reinkultur
- Fraveer av vekst
297 testafor ABR - Usikker klassifisering
234/63
[ > 45 isolat ekskludert
| ae e g ! - Manglande reinkultur
| 17757utanngB | 252 ABR reSUItat - lkkje-suksessfullt EUCAST oppsett
e o means | : 195/57 - Fraveer av vekst
_____________ ! > 20isolat ekskludert
i 7lutanAB 1 | 232 metall-resultat | - Fréveravvekst

Figur 3: Oversikt over talet pd inkluderte isolat, og arsak for ekskludering som manglande reinkultur, fraveer av vekst etter lagring,
usikker klassifisering eller mangelfulle resultat, fram til ferdigstilt datasett, samt tal p& Gram-negative/Gram-positive isolat. Stipla
boksar visar fordeling mellom talet pa isolat dyrka fram med og utan antibiotika.

4.3 Fenotypisk resistens mot antibiotika og tungmetall

Kvart bakterieisolat vart testa for antibiotikaresistens ved bruk av standardisert EUCAST metodikk for
hemmingssonetest med lappar tilsett antibiotika, samt minste hemmande konsentrasjons (MIC)-test for
tungmetalla koppar, sink og kadmium. Datasettet vart vurdert i to grupper; isolat dyrka fram utan
antibiotika og isolat dyrka fram med antibiotika.

4.3.1 Bakterieisolat dyrka fram utan antibiotika

Totalt 75 isolat, derav 56 Gram-negative og 19 Gram-positive, vart dyrka fram utan antibiotika og testa
for antibiotikaresistens. Totalt var 21 av desse isolata (28 %) sensitive ovanfor alle antibiotika som det
vart testa for, og 28 isolat (37 %) var resistente mot eit eller to antibiotika. Totalt 26 (35 %) av isolata
var resistente mot tre eller fleire antibiotika, og 25 (33 %) av desse vart klassifisert som multiresistente
(MR). Blant desse var eit isolat resistent mot 12 antibiotika, medan hyppigast farekomande resistens
blant isolata var mot cefotaxim (44 %) ampicillin (43 %), amoxicillin (40 %), ceftazidim (39 %),
mecillinam (39 %), nitrofurantoin (34 %) og trimetoprim (33 %). Alle dei 75 isolata var sensitive
ovanfor nalidiksinsyre, ciprofloxacin, doxysyklin, tetrasyklin, meropenem og levofloxacin. Blant dei 71
bakterieisolat testa for tungmetallresistens var 28 (39 %) resistent mot koppar og 35 (49 %) resistent
mot sink. Alle isolata var sensitiv ovanfor kadmium. Andel resistente isolat fra dei ulike lokalitetane er
framstilt i eit gradientkart i Figur 4, medan eit samandrag for dei lokalitetane der 50 % eller fleire av
isolata var MR er vist i Figur 5 (Sja Tabell 5 for utfyllande oversikt).
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Figur 4: Gradientkart over andel (%) antibiotika- og tungmetallresistente bakterieisolat dyrka fram utan antibiotika (n=75, 71 for
tungmetall), frd dei undersgkte lokalitetane, gradert fra svart (0 %) til kvit (100%), sortert etter antibiotika med flest resistente
isolat. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (koppar), Zn (sink), MR (multiresistent), CTX (cefotaxim), AMP (ampicillin), CAZ (ceftazidim),
MEL (mecillinam), AML (amoxicillin), F (nitrofurantoin), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), TOB (tobramycin), C
(kloramfenikol), IPM (imipenem), E (erytromycin), CN (gentamicin), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), DO (doxysyklin), TE
(tetrasyklin), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), B8 (mangler data).
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Figur 5: Gradientkart over lokalitetar der = 50 % av undersgkte isolat dyrka fram utan antibiotika, vart klassifisert som multiresistent
(MR), andel (%) resistente isolat mot tungmetall og antibiotika, samt samla gjennomsnitt for den testa gruppa (n=75, 71 for
tungmetall ). Forkortingar: Cu (koppar), Cd (koppar), Zn (sink), MR (multiresistent), CTX (cefotaxim), AMP (ampicillin), CAZ
(ceftazidim), MEL (mecillinam), AML (amoxicillin), F (nitrofurantoin), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), TOB
(tobramycin), C (kloramfenikol), IPM (imipenem), E (erytromycin), CN (gentamicin), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), DO
(doxysyklin), TE (tetrasyklin), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), B8 (mangler data).

4.3.2 Bakterieisolat dyrka fram med antibiotika

Ved a dyrke fram bakteriar ved hjelp av medier tilsett antibiotika far ein eit selektivt sgk etter bakteriar
med resistenseigenskaper. Det var venta at isolata ville ha hggare farekomst av resistent mot det
antibiotikumet som vart nytta som selektiv faktor. Blant isolata fra medier med ampicillin var 83 %
resistent mot ampicillin, medan 48 % av isolata fra medier med ceftazidim var resistent mot ceftazidim.
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Fra medier tilsett ciprofloxacin og imipenem vart det lagare andel av resistente isolat med havesvis 5 %
0g 23 %, men dette gav likevel fleire resistente isolat til datasettet, enn ved & berre dyrke fram bakteriar
utan tilsett antibiotika.

Totalt 177 bakterieisolat, 139 Gram-negative og 33 Gram-positive, fra fire MH-skdler tilsett anten
ampicillin (n=42), ceftazidim (n=62), ciprofloxacin (n=41) eller imipenem (n=31), vart enkeltvis testa
for resistens mot antibiotika og tungmetall. Blant desse var 28 (16 %) isolat sensitive mot alle antibiotika
det vart testa for, og 37 (21 %) var resistent mot ein eller to (< 3) antibiotika. Det var 112 (63 %) isolat
som var resistent mot tre eller fleire antibiotika, 104 av desse (59 %) vart klassifisert som MR. Ei
framstilling av andel MR er vist i Figur 6, medan ei samla oversikt i Tabell 6. Eit av desse isolata var
resistent mot alle 18 antibiotika det vart testa for, medan to andre isolat var resistent mot hgvesvis 13 og
12 antibiotika. Samla sett vart farekomsten av isolat resistente mot ceftazidim lagare (32 % mot 39 %)
etter selektiv dyrking, og resistens mot ciprofloxacin vart sett i 2 % av isolata. Det vart og funne isolat
med resistens mot nalidiksinsyre (3 %), doxysyklin (1 %) og levofloxacin (1%), men med lag farekomst,
og alle isolata var framleis sensitive mot tetrasyklin.

Blant dei 161 bakterieisolat dyrka fram med antibiotika og testa for resistens mot tungmetall var 80 (50
%), 114 (71 %) og 9 (6 %) av isolata resistente mot hgvesvis koppar, sink og kadmium.
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Figur 6: Framstilling av andel (%) antibiotika- og tungmetallresistente bakterieisolat dyrka fram med antibiotika (n=177, 161 for
tungmetall), frd dei undersgkte lokalitetane, gradert fra svart (0 %) til kvit (100%), sortert etter antibiotika med flest resistente
isolat. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (koppar), Zn (sink), MR (multiresistent), CTX (cefotaxim), AMP (ampicillin), CAZ (ceftazidim),
MEL (mecillinam), AML (amoxicillin), F (nitrofurantoin), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), TOB (tobramycin), C
(kloramfenikol), IPM (imipenem), E (erytromycin), CN (gentamicin), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), DO (doxysyklin), TE
(tetrasyklin), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), B8 (mangler data).
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4.4 Samanheng mellom resistens mot tungmetall og antibiotika

4.4.1 Samanheng mellom tungmetallresistens og antibiotikaresistens/multiresistens
Samanhengsanalysar for resistens mot antibiotika og tungmetall vart utfart separat for bakterieisolata
dyrka fram utan og med antibiotika. Det vart og undersgkt for samanheng mellom tungmetallresistens
og bakterieisolat klassifisert som multiresistent (MR) (Figur 7).

Blant bakterieisolata som var dyrka fram utan antibiotika (n=71) vart det sett ein samanheng mellom
fgrekomst av kopparresistens og MR (OR 3,3 p=0,02), og mellom sinkresistens og MR (OR 3,0
p=0,047). Storparten av bakterieisolata var likevel verken MR og kopparresistente (47 %) eller MR og
sinkresistente (39 %). Det vart naturleg nok ikkje funne liknande samanheng for farekomsten av
kadmium og antibiotikaresistens da ingen av dei 75 bakterieisolata var resistente mot kadmium.

Blant bakterieisolata som vart dyrka fram med antibiotika (n=161) var samanhengen mellom
kopparresistens og antibiotikaresistens meir utprega bade for resistente (OR 7,2 p <0,0001) og MR (OR
5,1, p < 0,0001). Blant desse var andelen isolat som verken var kopparresistente eller MR 32 %.
Samanhengen mellom sinkresistens og MR minka (OR 2,1 p=0,04), sjglv om andelen verken
sinkresistente og MR bakterieisolat og minka til 17 %. Det vart framleis ikkje vart sett noko samanheng
mellom fagrekomst av kadmiumresistens og resistente eller MR bakterieisolat.

Bl Cu resistent
= Zn resistent

10 Cd resistent

OR pa logskala

Figur 7: Samanhengsanalysar (Odds ratio, OR) mellom kvar av dei tre tungmetalla koppar (Cu), sink (Zn) og kadmium (Cd), og
resistente bakterieisolat dyrka fram utan (R utan, n=71) og med antibiotika (R med, n=161), eller multiresistente bakterieisolat
dyrka fram utan (MR utan, n=71) og med (MR med, n=161) antibiotika. Aukande OR tyder meir samanheng, men ma sjaast i
saman med antall n for analysen. * indikerar signifikant OR >1 med p <0,05.

4.4.2 Samanheng mellom tungmetallresistens og resistens mot enkelte antibiotikum

Basert pa eit samla datasett (=225, 171 Gram negative og 54 Gram positive) med bakteriar dyrka fram
med og utan antibiotika, vart samanhengen mellom resistens mot kvart av tungmetalla koppar, sink og
kadmium testa mot kvart av dei undersgkte antibiotika Figur 8. Sterkast samanheng vart sett for koppar
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0og vancomycinresistens (OR 76,7 p=0,0001), ampicillinresistens (OR 9,2 p=<0,0001) og
amoxicillinresistens (OR 8,4 p=<0,0001). For sinkresistens vart det sett samanheng med
imipenemresistens (OR > 9,2 p=0,012) da alle isolata som var resistent mot imipenem og var resistent
mot sink. Det vart og sett samanheng mellom sinkresistens og resistens mot trimetoprim/
sulfametoksazol (OR 5,5 p=0,029). Sjglv om berre ni bakterieisolat var resistent mot kadmium, var det
eine isolatet som var resistent mot doxysyklin og resistent mot kadmium, noko som farte til ein relativt
hag OR (OR >27,25 p=0,07). Det vart og sett samanheng mellom kadmiumresistens og resistens mot
trimetoprim/sulfametoksazol (OR 10,5 p=0,002).

Kadmiumresistens
3 sinkresistens

1004 B Kopparresistens

OR péa logskala

& < o N\ Na

Figur 8: Oversikt over samanhengen mellom resistens mot enkelte antibiotika og enkelte tungmetall, der samanhengar med
signifikant Odds ratio (OR) (p = <0,05) er tatt med. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (kadmium) Zn (sink), AMP (ampicillin), AML
(amoxicillin), MEL (mecillinam), C (kloramfenikol), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), CN (gentamicin), F
(nitrofurantoin), CAZ (ceftazidim), CTX (cefotaxim), DO (doxysyklin), IPM (imipenem), VA (vancomycin).

4.5 ldentifiserte bakterieisolat

Dei bakterieisolata som viste resistens mot flest antibiotika, mellom 5 og 13 antibiotika, vart identifisert
ved hjelp av 16S rRNA gensekvensering. Totalt 11 bakterieisolat dyrka fram utan antibiotika, fra 8 ulike
lokalitetar, hadde resistens mot mellom 7 og 9 antibiotika, inkludert penicillinar og 3. gen.
cefalosporinar. Isolata vart identifisert som Acinetobacter movanagherensis (1), Erwinia rhapontici (1),
Flavobacterium frigidimaris (1), Pedobacter nyackensis (1), Pseudoalteromonas prydzensis (1),
Pseudomonas brenneri (2), P. helmanticensis (2), P. koreensis (1) og Shewanella baltica (1).
Pseudomonas brenneri og Acinetobacter movanagherensis var resistent mot 9 ulike antibiotika, men
begge var sensitive for kinolonar, tetrasyklinar og karbapenemar.

Blant bakterieisolata dyrka fram med antibiotika vart det identifisert isolat fra alle dei 17 lokalitetane.
Totalt 28 isolat med resistens mot mellom 5 og 13 antibiotika vart identifisert som Achromobacter
spanius (1), Acinetobacter calcoaceticus (1), A. guillouiae (1), Bacillus cereus (1), Carnobacterium
divergens (1), Delftia acidovorans (2), Escherichia fergusonii (1), Janthinobacterium svalbardensis (1),
Pseudomonas baetica (3), P. helmanticensis (1), P. koreensis (2), P. protegens (1), P. putida (1), P.
umsongensis (1), Stenotrophomonas maltophilia (5), S. pavanii (1), Vibrio anguillarum (3) og
Xanthomonas sp. (1). Bakterieisolatet som viste resistens mot flest antibiotika (13) vart identifisert som
Stenotrophomonas maltophilia, var likevel fullt sensitiv ovanfor kinolonane og tetrasyklinane. Sja
Tabell 7 for utvida resistensprofil for alle dei sekvenserte isolata.
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4.6 Tungmetall i skjel

Konsentrasjonen av tungmetalla koppar, sink og kadmium vart analysert for blaskjel fra 13 lokalitetar
ved hjelp av ICP-MS metodikk. Gjennomsnittet av tungmetall malt i vatvekt skjel var 1,07 mg/kg
(min/maks 0,51/1,4 mg/kg) for koppar, 13,1 mg/kg (min/maks 7,6/26 mg/kg) for sink og 0,12 mg/kg
(min/maks 0,056/0,22 mg/kg) for kadmium. Konsentrasjonar i skjel fra dei ulike lokalitetane er vist
samla i Figur 9, og enkeltvis i Figur 12. Med unntak av Bergen 1, Bergen 2 og Nordreisa, var alle dei
undersgkte skjela innanfor 95 perscentilen for norske skjel dei siste ti ara [13], og ved eller under
etablerte grenseverdiar (PROREF) for naturleg farekomst av koppar (1,42 mg/kg), sink (17,7 mg/kg) og
kadmium (0,18 mg/kg) [18] og innanfor klasse | for god miljgstatus [19]. Byfjorden i Bergen hadde
hagare verdiar for sink med 26 og 24 mg/kg, men likevel innanfor klasse 1 (40 mg/kg). Blaskjel fra
Nordreisa hadde kadmiumkonsentrasjon pa 0,22 mg/kg, men og her innanfor klasse 1 (0,40mg/kg) [18,
19].
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Figur 9: Konsentrasjon av tungmetalla koppar (Cu), sink (Zn) og kadmium (Cd) (mg/kg v.v.) i blaskjel fra 13 ulike lokalitetar. Stipla
line visar PROREF [18] for skjel, Cu=1,42 mg/kg, Zn=17,7 mg/kg og Cd=0,18 mg/kg.
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5 Diskusjon

Marine skjel fra 18 ulike lokalitetar vart undersgkt for & kartlegge farekomst av antibiotikaresistente
bakteriar, samt farekomst og samanheng med resistens mot tungmetall.

Mengde antibiotikaresistente bakteriar i skjel

Kvantitativ dyrking vart gjennomfert for & finne det generelle bakterietalet og talet pa
antibiotikaresistente bakteriar i skjela (Figur 2). Medianen for det generelle bakterietalet var 1,5 x10*
KDE/g, og sidan skalene med tilsett antibiotikum hadde ulike suksess med & selektere fram resistente
bakterieisolat, vart bakterietalet justert etter kor stor andel av bakterieisolata fra dei enkelte skalene som
faktisk var resistent mot antibiotikumet i skalene. Hagste bakterietal frd skaler tilsett antibiotika vart da
sett for skaler med ampicillin og skaler med ceftazidim med median pa havesvis 8,3 x 102 KDE/g og
7,2 x 10> KDE/g, og utgjorde 5,4 % og 4,7 % av medianverdien for det generelle bakterietalet.
Bakterietalet for ciprofloxacin og imipenem Iag anten ved eller under deteksjonsgrensa, da medianen
for begge var 102 KDE/g. Dette tyder pa lag farekomst av resistens mot desse stoffa, og for ciprofloxacin
ber det i tilegg nemnast at det vart nytta lag konsentrasjonar i skalene (0,06 mg/L), som anbefalt i
litteraturen [8, 14, 20]. Til samanlikning er brytingspunktet for ciprofloxacinresistens hos Pseudomonas
sp. 0,5 mg/L [20]. Sidan berre 5 % av bakterieisolata fra skaler med ciprofloxacin viste seg a vere
resistent mot ciprofloxacin (justeringsfaktor pa 5 %), verka ikkje den lage konsentrasjonen fremjande
for resistente bakteriar slik det var gnska i dette oppsettet.

Tidlegare har marine skjel vore nytta i undersgkingar av antibiotikaresistens med fokus pa resistens hos
E. coli [21] eller med selektiv dyrking av resistente Enterobacteriaceae bakteriar [22], men sidan
gjennomsnittet av E. coli berre var 0,01 % av det generelle bakterietalet, er E. coli ikkje egna som
indikatororganisme for antibiotikaresistens i det marine miljg, anna enn for det som er tilfert fra fekale
kjelder [23].

Fenotypisk resistens mot antibiotika og tungmetall

Ferekomst av antibiotikaresistente bakteriar i marine skjel vart undersgkt ved fenotypisk resistenstesting
av isolat dyrka fram pa vekstmediar utan tilsett antibiotika (n=75). Av desse var 65 % resistent mot
feerre enn tre antibiotika, medan 33 % var resistente mot fleire enn tre antibiotika i tre ulike klassar og
med det klassifisert som multiresistente (MR). Andelen MR ma sjaast i lys av at fleire vanlege
miljgbakteriar har naturleg ibuande resistenseigenskapar, og at dette difor ikkje treng & vere bakteriar
med tilfert eller erverva antibiotikaresistens. Hyppigast farekommande resistens vart sett mot ampicillin,
amoxicillin og mecillinam, ceftazidim og cefotaxim, samt nitrofurantoin og trimetoprim (Figur 4 og
Tabell 5). Det vart ikkje funne fenotypisk resistens mot nalidiksinsyre, doxysyklin, tetrasyklin,
meropenem og levofloxacin, og heller ikkje mot ciprofloxacin. Fraveer av ciprofloxacinresistens er eit
godt teikn, da dette er eit antibiotikum som er kritisk viktig i human medisin [10]. Fenotypisk
tungmetallresistens vart undersgkt ved a bruke brytningspunkt som foreslatt av Resende et al. [16], og
blant 71 av bakterieisolata dyrka fram utan antibiotika var 39 % og 49 % var resistent mot hgvesvis
koppar og sink. Det vart sett ein signifikant samanheng mellom isolat som var MR og samstundes
resistent mot koppar og/eller sink. Ingen av desse isolata var resistent mot kadmium.

For & gjere ei selektert undersgking av antibiotikaresistente bakteriar, vart dei dyrka fram med
antibiotika i vekstmediet, og ein forventa hggare farekomst av resistente bakteriar. Totalt 177 isolat vart
testa for fenotypisk resistens. Likevel vart det ikkje sett auka farekomst av bakteriar med resistens (< 10
%) mot kloramfenikol, gentamicin, tobramycin, kanamycin, erytromycin, og vancomycin. Andelen av
bakterieisolat klassifisert som MR auka fra 33 % til 59 % (Tabell 6), og eit av desse isolata var resistent
mot alle 18 antibiotika det vart testa for. For dei antibiotika der ein sag sterkast auke i resistente isolat
kan dette truleg vere knytt til farekomsten av ibuande resistensmekanismar og at vekstmedia med tilsett
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antibiotika fremja vekst av bakteriar med slike eigenskapar. Fgrekomst av tungmetallresistens vart og
auka til 50 % for koppar og 71 % for sink, samt at 6 % var resistent mot kadmium.

Samanheng mellom resistens mot antibiotika og tungmetall

Det samla datasettet med 228 bakterieisolat testa for resistens mot bade tungmetall og antibiotika vart
nytta til & undersgkje samanhengen mellom kvart enkelt tungmetall mot kvart enkelt antibiotika.
Kopparresistens var kopla mot flest antibiotika og med sterkast kopling mot vancomycinresistens (OR
76,7 p = 0,0001), noko som er som forventa da blant anna tchB genet, er kjent for a gje resistens mot
bade koppar og glykopeptidar [24, 25]. Det vart og funne signifikant samanheng mellom kopparresistens
og resistens mot breispektra penicillinar, folsyrehemmare, nitrofurantoin, samt trimetoprim og
trimetoprim/sulfametoksazol. Det vart og sett sterk samanheng mellom resistens mot sink og imipenem
(OR ), samt restens mot trimetoprim/sulfametoksazol. Det er og kjent fleire koplingar mellom
sinkresistens og resistens mot andre antibiotika fra litteraturen [26]. Samanheng mellom
kadmiumresistens og antibiotikaresistens vart sterkast kopla for doxysyklin, men og for
trimetoprim/sulfametoksazol.

Artsidentifisering av bakteriar med mest resistens

Totalt 39 av bakterieisolata, bade fra mediar utan og med antibiotika, som viste resistens mot flest
antibiotika, vart artsidentifisert. Dominerande artar var bakteriar som er utbredt i fleire ulike miljg,
inkludert det marine, som er ofte er opportunistiske patogene og med resistenseigenskapar som gjer at
dei tolererar fleire ulike typar antibiotika. Blant dei 39 identifiserte artene, vart 14 klassifisert som
tilhgyrande Pseudomonas spp. Denne slekta har bade artar ein finn naturlig i miljget, samt kliniske
patogene isolat med stort fokus, som karbapenemresistente P. aeruginosa [27]. Mange av Pseudomonas
spp. bakteriane har ibuande resistenseigenskapar som blant anna effluks pumper som gjer resistens mot
fleire breispektra antibiotika som ampicillin, amoxicillin, kloramfenikol, trimetoprim, kanamycin og
cefotaxim [20, 28], noko som stemmer godt overeins med isolata identifisert her. Eit av isolata vart
identifisert som Pseudomonas koreensis, blant anna og pavist i jord [29], og viste resistens mot
ciprofloxacin, gentamicin, tobramycin og ceftazidim. Desse er antibiotika som Pseudomonas sp.
vanlegvis er sensitiv mot [20], og kan tyde pa at desse isolata har fatt tilfert resistenseigenskaper fra
andre kjelder. Likeeins er det for slekta med nest flest tilhgyrande isolat (seks), Stenotrophomonas, som
ein og finn i mange miljg, inkludert i det marine miljg. Denne er ogsa ein opportunistisk patogen, og har
ibuande resistens mot ampicillin, amoxicillin, trimetoprim, gentamicin, tobramycin, kanamycin,
cefotaxim, imipenem og meropenem [20]. Tre av desse isolata, identifisert som Stenotrophomonas
maltophilia, viste resistens mot ceftazidim, eit antibiotikum som er anbefalt for behandling av
infeksjonar med denne bakterien [30]. Det er i fleire tilfelle registrert resistens mot ceftazidim hos desse
bakteriane, og det er truleg kopla mot endringar i kromosomet og ikkje mot opptak av mobile genetiske
element [31]. Stenotrophomonas maltophilia har likevel evna til & ta opp mobile resistenseigenskapar,
som til dgmes genar som gjer resistens mot trimetoprim/sulfametoksazol [32], eit anna antibiotika
anbefalt mot denne arten. Ingen av bakteriane som vart identifisert som Stenotrophomonas maltophilia
var resistente mot trimetoprim/sulfametoksazol, men arten kan kanskje fungere som ein
indikatororganisme for erverva resistens i marint miljg for enkelte viktige antibiotika.

Resistens og menneskeleg innverknad pa lokalitetane

Kvar av lokalitetane vart klassifisert etter 1ag, medium og hgg grad av menneskeleg innverknad basert
pa ulike faktorar (Tabell 1) som varslingar pa miljgstatus.no, innbyggjartal per kommuneareal og
innbyggjartal per kommunalt kystareal. Niva for mengde E. coli i skjela undersgkt gjennom Mattilsynet
sitt tilsynsprogram vart og vektlagt. Det var hap at ei slik inndeling skulle gjere det lettare 4 sja skilnader
mellom dei ulike lokalitetane. For & undersgke om prgvematerialet hadde vore eksponert for
resistensdrivande tungmetall, vart blaskjel fra 13 lokalitetane analysert for innhald av koppar, sink og
kadmium. Under vert det diskutert litt rundt dei lokalitetane som av ulike arsakar skilde seg ut i
datasettet.
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Det var totalt ni lokalitetar som ikkje hadde funn av noko MR bakteriar, og desse fordelte seg pa fem
lokalitetar med 1ag menneskeleg innverknad og fire med medium menneskeleg innverknad. Blant to av
desse lokalitetane, Namsos 1 og Steigen 2, vart det heller ikkje funne noko isolat med resistens mot
tungmetall.

Bergen var Klassifisert som ein lokalitet med hgg menneskeleg innverknad og hadde
sinkkonsentrasjonar over det som er rekna som naturleg farekomst [18], med hgvesvis 24 og 26 mg/kg
v.v. for Bergen 1 og 2. Dette var noko lagare (45 mg/kg v.v.) enn det ein har sett pa denne lokaliteten
far [6]. | skjela vart det og funne hgge verdiar av E. coli (690 MPN E. coli/100g), men det var lag
farekomst av resistens mot sink (33 % og 25 %), og ingen resistens mot dei andre tungmetalla. Det vart
og funne lag farekomst av MR bakteriar (0 % og 25 %) og det er difor vanskeleg a knytte sink i skjela
til ei rolle som drivar av resistensutvikling ved Bergen 1 og 2. Blant bakterieisolat dyrka fram med
antibiotika vart to MR artar identifisert, Escherichia fergusonii og Vibrio anguillarum, med hgvesvis
fekalt og marint opphav og begge med resistens mot ni ulike antibiotika.

Nordreisa var klassifisert som ein lokalitet med lag menneskeleg innverknad, men var den einaste
lokaliteten med blaskjel over grensa for naturleg farekomst for kadmium. Nivaet pa 0,22 mg/kg v.v.
kadmium er likevel under den tidlegare brukte grensa for Klasse I (0,4 mg/kg) og innanfor 95 percentilen
for skjel i Mattilsynet sitt overvakingsprogram [13]. Grunna analyserfeil finns ikkje data pa E. coli i
desse skjela, men blant dei to isolata som vart testa for resistens, var begge resistent mot koppar og eine
resistent mot sink. Begge var MR bakteriar. Under utrekninga for menneskeleg innverknad vart
Nordreisa gitt 2 poeng for miljgstatus grunna narliggande oppdrettsanlegg (<5km), og sidan det mangla
data pa E. coli kan det tenkast at denne lokaliteten burde vore klassifisert med medium menneskeleg
innverknad i staden. Blant bakterieisolata dyrka fram med antibiotika var alle 10 MR, atte var resistent
mot koppar og sink og eit isolat var resistent mot kadmium. Eit av MR isolata vart identifisert som
Stenotrophomonas maltophilia og var resistent mot atte ulike antibiotika.

Ved den eine lokaliteten i Afjord vart det analysert eit parti blaskjel (Afjord 2), eit parti hjarteskijel
(Afjord 3) og eit parti sandskjel (Afjord 4), der blaskjela og hjarteskjela hadde E. coli niv& p& 3500
MPN/100g. Hjarteskjela hadde og det hagste nivaet av generelle bakteriar (1,2 x10” KDE/g), samanlikna
med dei andre undersgkte skjela. Afjord var likevel klassifisert som ein lokalitet med Idg menneskeleg
innverknad da der ikkje Iag noko varsel for miljgstatus, og at innbyggjartalet per kommuneareal var
mindre enn 5/km?. Totalt var tre bakterieisolat frd Afjord 2 og 3 testa. Eit var resistent mot koppar og
sink, og alle var MR. Bakterieisolata dyrka fram med antibiotika fra denne lokaliteten visar hgg andel
resistens mot sink. Dei to identifiserte MR isolata frd Afjord 2 og 3, var Janthinobacterium
svalbardensis og Pseudomonas putida, og var resistent mot hgvesvis sju og atte ulike antibiotika.

Rissa vart klassifisert som medium menneskeleg innverknad grunna innbyggjartalet per kommuneareal
og per kommunal havflate, samt szrs hgge niva av E. coli i skjela, 1,6 x10° MPN/100g. Innhaldet av
koppar var pa 1,4 mg/kg og lag rett under grensa for naturlig farekomst, medan dei andre metalla var
lage. Tre av seks bakterieisolat var MR og alle desse var og resistent mot koppar og sink. To av desse
vart identifisert som Acinetobacter movanagherensis og Pseudomonas helmanticensis, og var resistent
mot 9 og 7 antibiotika.

Bindal vart og klassifisert som medium menneskeleg innverknad grunna hgg E. coli verdi, 1,6 x10*
MPN/100g, samt at det finns kosthaldsvarsel for kadmium i taskekrabbe i omradet, noko som kan tyde
pa hggare niva av kadmium i omradet. Skjela fra Bindal hadde likevel lagt niva av kadmium, medan
koppar pa 1,4 mg/kg lag rett under grensa for naturlig farekomst, slik som ved Rissa. Blant dei tre MR
isolata, var to resistent mot sink, medan ingen var resistent mot koppar eller kadmium. Dei identifiserte
isolata var Erwinia rhapontici og Pseudoalteromonas prydzensis og var resistent mot 8 og 7 antibiotika.
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Beamlo 2 var og ein lokalitet som skilde seg ut med hggare E. coli niva (330 MPN/100g) og der begge
dei testa isolata var MR og resistent mot sink. Dessverre manglar det data pa tungmetall fra desse skjela.
Eit MR isolat vare resistent mot bade koppar og sink og vart identifisert som Pseudomonas brenneri.

Det viste seg a vere sars vanskeleg a peike pa tydlege resistentdrivande faktorar for lokalitetane med
hagst farekomst av antibiotikaresistens og restens mot tungmetall. Ein kan sja at alle lokalitetane som
utpeikar seg med flest MR isolat har og hgge niva av E. coli. Dette kan ha samanheng med resistente
bakteriar tilfarte fra fekale kjelder, men sidan dei dominerande resistente bakterieartene var
miljgbakteriar, kan det og tenkast at det ved lokalitetar med tilfarsel av fekal forureining, og er tilfarsel
av anna forureining med resistensdrivande faktorar som ikkje vart fanga opp denne undersgkinga her.
Valet av lokalitet med antatt hgg menneskeleg innverknad skulle helst ha vore eit omradet med meir
utprega forureining enn det som viste seg a vere tilfelle i Bergen. | dei tilfella der
tungmetallkonsentrasjonane er lage, vil sma variasjonar i sterre grad vere avhengig av skjelets fysiologi,
der veksthastigheit, storleik og alder vil ha innverknad pa mengde akkumulert tungmetall fra vatnet [33].
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6 Konklusjonar

Denne rapporten presenterar undersgking av antibiotikaresistens hos bakteriar fra norske marine skjel
der dette for fyrste gong er undersgkt utan artseleksjon. Denne tilneerminga gir eit innblikk i bade
naturleg farekomande og tilfarte resistente bakteriar. Samla sett var 65 % av bakterieisolata resistente
mot mindre enn tre antibiotika, medan 33 % vart klassifisert som multiresistente. Samstundes vart det
ikkje funne resistens mot fleire klinisk viktige antibiotikum som doxysyklin, tetrasyklin, meropenem,
levofloxacin, og ciprofloxacin. Resultata viser sterkast kopling mellom resistens mot koppar og fleire
antibiotika.

Det var sers vanskeleg a fa eit godt bilete pd samanheng mellom antibiotikaresistens og menneskeleg
innverknad pa lokalitetane. Skjela i Bergen hadde hagste konsentrasjonar av koppar, men lag farekomst
av bakteriar med resistens mot antibiotika eller tungmetall, medan skjela fra Nordreisa hadde hggast
konsentrasjon av kadmium, og her vart det funne multiresistente bakteriar og bakteriar med resistens
mot koppar og sink. Likevel, ved dei lokalitetane der meir enn 50 % av bakterieisolata vart klassifisert
som multiresistente, hadde alle skjela og hgge niva av E. coli. Sidan dei identifiserte resistente isolata
ikkje var fekale bakteriar, men miljgbakteriar, kan det tenkast at dei lokalitetane som har tilfarsel av
fekal forureining og har tilfersel av anna menneskeleg forureining som ikkje vart fanga opp denne
undersgkinga. Dette kan kanskje kunne fangast opp dersom ein undersgkjer omrader med meir kjent
menneskeleg innverknad.

E. coli vert ofte nytta som indikatororganisme for hygienisk status i skjel, men vare undersgkingar viste
at og andre bakteriar bgr og inkluderast dersom ein vil overvake antibiotikaresistens i marint miljga.
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7 Anbefalingar for vidare arbeid

Det er a tilrd at resistenseigenskapane ein observerte i dette arbeidet ogsa vert undersgkte pa gen-niva.
Fullgenomanalysar av miljgbakteriane vil kunne gje nyttig informasjon om samanhengane mellom
antibiotikaresistens og tungmetallresistens, og om desse genane vil ha eit potensiale for a spreie seg til
bakteriar i andre miljg. Metagenomstudiar vil og kunne gje nyttig informasjon om fgrekomst av
antibiotikaresistensgenar i prevematerialet.

Lengre tidsseriar for skjel fra eit utval lokalitetar undersgkt med lik metodikk, vil kunne gje data for
bakgrunnsresistens i miljget og avdekke svingingar i resistensfarekomst. For & undersgke neerare
effektar av menneskeleg innverknad, bar det inkluderast andre omrade enn dei som inngar i Mattilsynet
sitt tilsynsprogram, og i sterre grad leggast fokus pa lokalitetar med kjent forureining, som til demes
ved enkelte av dei norske fjordane.

For & kunne kartlegge for antibiotikareistens i det akvatiske miljg vil det og vere formalstenleg a
undersgkje andre artar og sedimenter fra ein bestemt lokalitet. Blaskjel er ein god indikatororganisme
for vatnet i omradet, men artar som vert eldre, samt bunnfauna og sediment vil og kunne gje nyttig
informasjon.
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8 Tabellar og vedlegg

Tabell 3: Utrekningstabell for menneskeleg innverknad pa lokaliteter basert pa fire faktorar; miljgstatus, innbyggjartal per
kommunal havflate (km?), og innbyggjartal per kommunalt landareal (km?), samt fgrekomst av E. coli (MPN/100g) i skjelpraven

fra lokaliteten.

Minrz;status1

Innbyg gjartal/havflate2

Innbyggjartal/areal3

E. coli /100 94

Sum®

Grimstad 1-2

2

2

6

Kvitsgy 1-2

6

Kvitsgy 3

7

Bemlo 1-2

~

Bergen 1-2

[EnY
[N

@ygarden 1-2

Fjaler 1

Fjaler 2

Rissa

Afjord 1

Afjord 2-4

Namsos 1

Namsos 2

Bindal

Leirfjord

Steigen 1-2

Vestvagay

PR ®wrRrlRrINROIN R RINNN R R

Nordreisa

NI WWI RPN RFRPIRPEPINPEPDNNDN®ERLDNDNERE

NINIFEPINEPINININDNNDNDDNN®®IDNRPRPE

RPINIFRPINEPININPEPIERPINDNDNNONDNDDN
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L www.miljgstatus.no: 1=ingen varsel, 2 =narliggande (<5km) varsel, 3=varsel pa omradet [7]
2 Kommune innbyggjar/ kommune havflateareal:1=<5 innbyggarar /km?, 2=5-<200 innbyggarar /km?, 3=>200 innbyggarar /km?[9, 34]
3 Kommune innbyggjartal/ kommune fastlandareal:1=<5 innbyggarar /km?, 2=5-<200 innbyggarar /km?, 3=>200 innbyggarar /km?[34]
#MPN E. coli/100 gram skjel. 1=<230/100g, 2= >230/100g -<4600/100g, 3=>4600/100g.
® 4-6 =13g, 7-9=medium,10-12=hgg.
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Figur 10: Medianverdi (n=26) med spekter for ikkje-faktorjusterte bakterietal (log KDE/g) fra MH-agar utan antibiotika, MH med 50
mg/L ampicillin (AMP), MH med 2 mg/L ceftazidim (CAZ), MH med 0,06 mg/L ciprofloxacin (CIP), MH med 10 mg/L imipenem
(IPM) og MPN/g E. cali. Stipla line indikerar deteksjonsgrensa <100 KDE/g (2 log). MPN E. coli har deteksjonsgrense <18/100g
(-0,74 log).

- MH-Utan %= MH-CIP
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Figur 11: Faktorjustert bakterietal (log KDE/g) i skjel fra ulike lokaliteter (n=26) dyrka fram p& MH-agar utan antibiotika, MH med
50 mg/L ampicillin (AMP), MH med 2 mg/L ceftazidim (CAZ), MH med 0,06 mg/L ciprofloxacin (CIP), MH med 10 mg/L imipenem
(IPM) og MPN/g E. coli. Stipla line viser grenseverdi 2,30 MPN/g (0,36 log) for E. coli ved rein lokalitet. X= ikkje analysert for E.
coli.
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Tabell 4: Oversikt over lokaliteter og kvalitativ pavising av antibiotikaresistens ved hjelp av pavist/ikkje pavist vekst i reyr med
Nutrient buljong tilsett enten 50 mg/L ampicillin (AMP), 2 mg/L ceftazidim (CAZ), 0,06 mg/L ciprofloxacin (CIP), eller 10 mg/L

imipenem (IPM).

Lokalitet |AMP CAZ CIP IMP
Grimstad 1 |Pavist Pavist Ikkje pavist |Ikkje pavist
Grimstad 2 |Pavist Pavist Pavist Ikkje pavist
Kvitsgy 1 |Pavist Pavist Pavist Pavist
Kvitsgy 2 |Pavist Pavist Pavist Pavist
Kvitsgy 3 Pavist Pavist Pavist Pavist
Bgmlol  Pavist Pavist Pavist Pavist
Bogmlo2  |Pavist Pavist Pavist Pavist
Bergen1  Pavist Pavist Pavist Pavist
Bergen2  Pavist Pavist Pavist Pavist
@ygarden 1 |Ikkje pavist |Ikkje pavist |Pavist Ikkje pavist
@ygarden 2 |Ikkje pavist |Pavist Pavist Pavist

Fjaler 1 Pavist Pavist Pavist Pavist

Fjaler 2 Pavist Pavist Pavist Pavist

Rissa Pavist Pavist Pavist Pavist
Afjord1  |Pavist Pavist Pavist Pévist
Afjord2  |Pévist Pavist Pvist Pévist
Afjord 3 |Pévist Pvist Pvist Pévist
Afjord 4 |Pévist Pavist Pavist Pévist
Namsos 1  [Pavist Pavist Pavist Ikkje pavist
Namsos 2  [Pavist Pavist Pavist Ikkje pavist
Bindal Pavist Pavist Pavist Pavist
Leirfjord  Pavist Pavist Pavist Pavist
Steigen 1 |Pavist Pavist Pavist Ikkje pavist
Steigen 2 |Pavist Pavist Pavist Ikkje pavist
Vestvagay |Pavist Pavist Ikkje pavist [Ikkje pavist
Nordreisa |Pavist Pavist Pavist Pavist
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Tabell 5: Oversikt over talet (n) bakterieisolat fra ulike lokalitetar, dyrka fram p& medier utan antibiotika, testa for resistens mot tungmetalla koppar, sink og kadmium, samt eit utval antibiotika.
Tabellen visar andelen (%) av n fr& lokalitet som viste resistens. Andel resistens > 50 % er markert med raudt. Total n = 75 (71 for tungmetall). Siste line visar gjennomsnitt andel resistente
isolat for gruppa.

Utan AB [nisolat| Cu [Cd | zn [AMP[AML [MEL[ C [ W [SXT[NA[CIP[CN[TOB|[K | F [CAZ[CTX|DO[TE[IPM[MEM][LEV]E [VA][MR
Grimstad1| 2(1) | o o [@00] o [ 0o [ o [o][o | o |o|o[o] o |o|o[meo] o o o|[o] o [olof[o]o
Grimstad2| 4(4) |25 |0 |25 25 [ 25 [B0|0|25] 0 |0 |0 [0 [33 |25/ 0| 2525 0]0o] 0] o | o] o|o0]25

Kvitsgyl | 2(1) | o [o[@00] o [ o | o [o|]o[Bo o |o[o| o o[o[Bo] of[o|lo[o|] o |oJolo]o

Kvitsgy2 | 2(2 |200] o0 [200] o [ o [ o o] o | o |oJo[o[ofo]lo[o[ofoJo[o]|] oo ofB0o

Kvitsgy3 | 1(1) | o [o]200] o [ o [ o o] oo |-Jo[o] - [olo[@eo]i00]o|-[0o] o [o]o|lo]o

Bgmlol | 3(3) |100] 0 | 67| 33 [ 33 [ 33 [0[33[33 ][00 o] o |of[B7] o [33]0o]o]lo] o | -1-][-133

Bemio2 | 2(2) | 50 | 0 | 100|100 |00 [ 100 |50|200 50 | 0 | 0 [0 | o |0 |100[300[400] o | o [Bo| o | - |- | - |100

Bergenl | 3(3) |0 |[0[33] 0o | o[ o|o]lo|]o|o[o|o] o o]lo[3][3[o]lo]o] o |oJolo]o

Bergen2 | 4(4) | 0 [0 | 25|80] 25 [ 25 [0 0| 0 o[ o [0 |25 [25]25] 25 (B0 0|0 0] O - 25

Fjalerl | 56) |17 [0 [17 | 75 75 |'80 |25/ 40| 0 |o |0 [0 | o |[o|40 780 0o o] o | o | - -]-J4a0

Fjaler2 | 1(1) [#00] o | o 200 [100]| o [o[ o0 | o0 oo o] o |o]lo]o|ofoJolo|o ]| -1-T-To

Rissa 606) |83 0 [83| 67 | 67 50 |17[ 67| 0 |0 |0 [0 |20 [17][B0| 33 [B0] o oo | o | --]-1]%50

Afjiord1 | 5(5) |40 |0 [ 60| 40 | 40 | 60 |[20] 0 | 0 [0 | 0 [20[/B0 |40/ 40| 40 [ 60 | 0 0| 0 | o | 0o |o[33]40

Afiord2 | 2(1) |60 o [100| 50 [750 | 100 | 0 [100] 0 |0 |0 [0 | o [o[®00] o [0 |0 0| o0 | o | - |- - 100

Afiord3 | 1(1) | o [o ] o |1200] o |[200 0 [1200] 0 o[ o0 0] o [o]200] o [200] 0 0] o0 | o | - |[-]- |00

Ajord4a | o) [o o[ o[ - - - - e - - -1 - - -1 -
Namsos1| 44 | o oo o | o[ oJolo]o][-]o]o| -JoJ]ololo]o|[-]J]o|]olo]lsalo]o
Namsos2 | 7(7) |29 [0 [43]| 29 | 29 [ 29 [0 |29 14 [0 | 0 [14| 25 (14|29 [ 8 |72 | 0 [0 |14 0 | 0 [0 0|29

Bindal 5@) | o [0 [B0| 60 760 |60 |20[60| 20 [0 [0 [0 | 0 [0[40] 60 |60 0 0] 0| 0 [0 [0]|o0]®0

Leifiord | 7(7) |78 o |57 | 74 | 72 | 43 [14] 43|14 |0 [0 [0 ] 0 [o0[43]1a[29[0 |00 | o | - -]-1]323
Steigen2 | 1 (1) o [o| o] o | o[ oJolo]o]o[o|[o| o oo [F00fi00]o[o[o] o o]olo]o
Vestvagey | 44 |50 0 7] o [ o | o [o][25| 0o oo [o| o0 |o[25] 0] of]oJo[o|] o |oJo|lo]o
Nordreisa | 2(2) [200] 0 | 50 | 200" ["200 200 | o [200] 0 [0 | 0o [ o | o |o[@00] o [@00] o ol o | o | - |- - [200

Totalt [75(71) [ 39 [ 0[49] 43 [ 40 [ 39 [9[33] 8 Jo[o[3[] 9 [8]3a[39[44[oJo[3] o o J1uaJ11]33

Tal i parentes () er talet pa isolat fr& gitt lokalitet testa for metallresistens. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (kadmium) Zn (sink), AMP (ampicillin), AML (amoxicillin), MEL (mecillinam), C
(kloramfenikol), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), CN (gentamicin), TOB (tobramycin), K (kanamycin), F (nitrofurantoin), CAZ
(ceftazidim), CTX (cefotaxim), DO (doxysyklin), TE (tetrasyklin), IPM (imipenem), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), E (erytromycin), VA (vancomycin), MR (multiresistent).
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Tabell 6: Oversikt over talet (n) bakterieisolat fra ulike lokalitetar, dyrka fram pa medier med antibiotika, testa for resistens mot tungmetalla koppar, sink og kadmium, samt eit utval antibiotika.
Tabellen visar andelen (%) av n fr& lokalitet som viste resistens. Andel resistens > 50 % er markert med raudt. Total n = 177 (161 for tungmetall). Siste line visar gjennomsnitt andel

resistente isolat for gruppa.

Med AB nisolat | Cu | Cd | Zn |AMP |AML |[MEL | C | W |SXT [NA|CIP|CN |TOB | K F |CAZ|CTX|DO|TE|IPM|MEM|LEV| E | VA |MDR
Grimstad 1 9(8)] 63| 0 [ 88 ] 86 /1 [ 86 |14/86 | 14 |0 | O 0 0 O | 57|57 |8 | 00| O 0 0 0 0 56
Grimstad 2 7(M]l29| 0 |71 ] 29 29 | 29 |0[29] O 0] 0 0 0 0 |29 29 [5/ | 0|0 O 0 0 0 0 29
Kvitsgy 1 6(6)] 50 | 17 [100] 83 67 | 67 |08 |17 | 0| 0 |17 ] O 17 [ 67 | 33 | 83 | 0 | 0 | 33 | 17 0 0 0 83
Kvitsgy 2 7(6)] 33| 0 |33] 67 33 | 67 |O[71 ] O [33]|] O 0 0 O (71| 17 |17 | 0 | O | 17 0 0 0 0 33
Kvitsgy 3 5(4)] 25| 0 [100] 40 40 | 60 |0 |60 | O 0] 0 0 0 0O [60 [ 60 | 40 | 0 |O | O 0 0 0 0 60
Bgmlo 1 9(6)] 56| 0 |44 ] 67 44 | 56 |13|(44 | 22 | 0 |11 11| 13 |11 |56 | 22 [ 33 |0 |[0O0] O 0 0 0 0 44
Bgmlo 2 7(7)| 57 0 |86 ] 86 71 | 86 |08 | 29 [14]14| 0 29 | 0 [86 | 71 | 86 | 0 | O | 29 0 - - - 86
Bergen 1 8(8)] 13| 13 | 38| 25 38 | 38 {038 |38 |17| O 0 0 0 |25138 |50 0 0] O 0 0 0 0 38
Bergen 2 11 (1)) 73| 0 [ 82] 73 70 [ 82 |27 73| 27 |11 | 9 0 0 O [55[ 64 [ 91 O | O] 9 9 0 0 0 82
@ygarden 1 10)] - - - 1100 | 100 | 100 | O |100| O 0| O |100| 100 100 100| O [100| O | O [100 | 100 - - - | 100
@ygarden 2 5(5)]40 | 0 [ 80 ] 60 40 | 100 |40 80 | 20 | O | O |40 [ 50 |40 |40 | 60 | 60 | O | O | 40 | 40 0 |33] 0 80
Fjaler 1 8(8)]50 | 0 [ 88 ] 50 63 | 63 | 0|63 | 13 | 0| O |13 | 25 |25 |63 | 13 | 63 | O | O | 13 | 14 - - - 63
Fjaler 2 5())100] 0 [ 80| 60 60 | 40 |0 |80 | O 0] 0|20 33 | 0|60 O 0 0j]0] O 0 0 0 | 40| 60
Rissa 6(5)]80 | 20 [ 60 ] 100 | 100 [ 67 |0 |67 | O 0] 0 0 0 O |67 33 [67 0|0 O 0 - - - 67
Afjord 1 9(8)]50 | o [ 63] 78 56 | 67 |11/44 |11 | 0| O | 22| 22 |11 |44 ]| 22 | 44 | O | O |11 | 22 - - - 56
Afjord 2 9(8)] 38 | 25 [ 88| 78 78 | 67 |22 67|33 | 0| O 0 0 0 |67 ] O 67 | 0 | 0|11 0 - - - 67
Afjord 3 64| 25| 0 | 75| 67 67 | 67 |17]67 ]| 33 |0 | O 0 0 0O |67 | 17 | 6/ | O O] O 0 0 0 0 67
Afjord 4 8(7)] 43 100| 75 63 | 38 | 038 |13 | 0] O 0 0 0 |38 ] O 38/ 00| O 0 0 0 |13 ] 38
Namsos 1 8(8)] 25| 0 |38] 13 13 | 25 |0]13]| O 0] 0 0 0 0 0O | 38 |38 | 0]0] 0 0 0 |17 ] O 13
Namsos 2 7(7)] 43 | 14 | 43| 57 57 | 57 |14 71| 14 | 0 |14 |14 | O 14 [ 57 | 43 |100 |14 | O | 14 | 14 | 100 [100|100| 57
Bindal 8(M| 43| 0 | 71| 75 75 | 50 |03 |25 | 0] 0 0 13 |13 |50 | 25 | 63 | 0O O] O 0 0 0 0 50
Leirfjord 7(6)) 67 33 [ 67 ] 71 83 | 57 |08 |29 | 0] O 0 0 O [57] 14 | 43 | 0 |0 | O 0 - - - 71
Steigen 1 221 0 0 |50 ] 50 50 /100 | 0|50 | O 0 0 0 |50 | 50 | 100 O 0 0 0 0 |50 ] 50
Steigen 2 7(7)]1 29 ] 0 [57] 29 29 [ 57 |14|143| 0 |33] 0 0 0 O |43 | 43 [ 57 | 0 | O | 14 0 0 0 0 43
Vestvagay 4(3)] 33| 0 | 67] 25 0 0 0125] 0 0] 0 0 0 0 0O [ B0 | 25 | 0]0] O 0 0 0 0 0
Nordreisa 10(9)] 89 | 11 | 89 ] 100 | 100 | 100 |10/ 90 | 20 | O | O 0 0 0 |100| 40 | 100 | O | O | 10 0 - - - | 100

Totalt | 177 (161) | 50 | 6 | 71| 64 | 58 | 61 | 8 [ 60 | 16 | 4 | 2 6 8 6 |54 32|60 | 1 0] 9 5 3 |11 16 ] 59

Tal i parentes () er talet pd isolat fra gitt lokalitet som vart testa for metallresistens. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (kadmium) Zn (sink), AMP (ampicillin), AML (amoxicillin), MEL (mecillinam),
C (kloramfenikol), W (trimetoprim), SXT (trimetoprim/sulfametoksazol), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), CN (gentamicin), TOB (tobramycin), K (kanamycin), F (nitrofurantoin), CAZ
(ceftazidim), CTX (cefotaxim), DO (doxysyklin), TE (tetrasyklin), IPM (imipenem), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), E (erytromycin), VA (vancomycin), MR (multiresistent).
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Tabell 7:R&data for antibiotika- og tungemetallresistens for bakterieisolata identifisert med 16S rRNA gensekvensering.

Lokalitet Skjel Medie Gram Temp. Art Cu Cd Zn AMP AML MEL C W SXT NA CIP CN OB K F CAZ CTX DO TE IPM MEM LEV VA
Bgmlo 1 Dsters MH CAZ Negativ | 35°C Pseudomonas baetica - - - 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Bgmlo 1 Dsters MH CAZ Negativ | 25°C Pseudomonas koreensis 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 - -
Bgmlo 2 Blaskjell MH CAZ Negativ | 25°C Pseudomonas brenneri 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Kvitsgy 2 Bléskijel MH CAZ Negativ | 35°C Acinetobacter calcoaceticus 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Kvitsgy 1 Dsters MH CIP Negativ | 35°C Stenotrophomonas maltophilia 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 - -
Kvitsgy 1 Dsters MH CIP Negativ | 35°C Delftia acidovorans 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 - -
Kvitsgy 1 Dsters MH CAZ Negativ_| 35°C Acinetobacter guillouiae 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Kvitsgy 3 Kamskjel MH CAZ Negativ | 35°C Achromobacter spanius - - - 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Afjord 1 Blaskjel MH utan Positiv 25 °C Pedobacter nyackensis 0 0 0 1 1 1 0 0 0 - 0 1 - 1 0 1 1 0 - 0 0 0 1
Afjord 3 Hjerteskijell MH CAZ Negativ | 25°C Janthinobacterium svalbardensis 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 - -
Afjord 2 Blaskijel MH CAZ Negativ | 35°C Pseudomonas putida 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 - -
Nordreisa Blaskijel MH IMP Negativ | 35°C Stenotrophomonas maltophilia 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 - -
Leirfjord Bléskijel MH utan Negativ | 25°C Flavobacterium frigidimaris 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Leirfjord Blaskjel MH utan Negativ | 25°C Pseudomonas helmanticensis 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 - -
Fjaler 1 Bléskijel MH utan Negativ | 25°C Shewanella baltica 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Fjaler 1 Bléskijel MH IMP Negativ | 35°C Stenotrophomonas pavanii 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 - -
Bindal Bléskjel MH utan Negativ | 25°C Erwinia rhapontici 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Bindal Blaskijel MH utan Negativ | 25°C Pseudoalteromonas prydzensis 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Rissa Bléskijel MH utan Negativ | 25°C Acinetobacter movanagherensis 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 - -
Rissa Blaskjel MH utan Negativ | 25°C Pseudomonas helmanticensis 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Namsos 2 Bléskijel MH utan Negativ | 35°C Pseudomonas koreensis 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Namsos 2 Bléskijel MH AMP Positiv 35°C Pseudomonas baltica 1 0 0 1 1 1 0 1 0 - 0 0 - 0 1 0 1 0 - 0 0 0 1
Bergen 1 Blaskijel MH IMP Negativ 25°C Vibrio anguillarum 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 - -
Bergen 1 Blaskijel MH CIP Negativ | 35°C Escherichia fergusonii 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Bergen 2 Bléskjel MH IMP Negativ 25°C Vibrio anguillarum 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Bergen 2 Blaskjel MH IMP Negativ | 25°C Vibrio anguillarum 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 - -
Grimstad 1 St.gsters MH CAZ Negativ | 35°C Pseudomonas koreensis 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Grimstad 1 St.gsters MH AMP Negativ | 25°C Pseudomonas baltica 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Grimstad 2 Blaskijel MH utan Negativ | 25°C Pseudomonas brenneri 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 - -
@ygarden 2 Blaskjel MH CAZ Positiv 35°C Bacillus cereus 0 0 1 1 0 1 0 1 1 - 0 0 - 0 0 1 1 0 - 0 0 0 0
@ygarden 2 Blaskjel MH IMP Negativ | 35°C Stenotrophomonas maltophilia 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 - -
Dygarden 2 Blaskjel MH CIP Negativ | 35°C Stenotrophomonas maltophilia 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 - -
@ygarden 1 Kamskijel MH CIP Negativ | 35°C Stenotrophomonas maltophilia - - - 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 - -
Fjaler 2 Bléskijel MH CAZ Positiv 35°C Pseudomonas umsongensis 1 0 0 1 1 1 0 1 0 - 0 0 - 0 1 0 0 0 - 0 0 0 1
Fjaler 2 Blaskijel MH CIP Negativ | 35°C Delftia acidovorans 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 - -
Steigen 2 Blaskijel MH AMP Negativ | 35°C Pseudomonas protegens 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Steigen 2 Bléskijel MH CAZ Negativ | 35°C Xanthomonas spp. 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 - -
Steigen 2 Blaskjel MH CIP Negativ | 35°C Carnobacterium divergens 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 - -
Steigen 1 Kuskijel MH AMP Positiv 35°C Pseudomonas helmanticensis 0 0 0 1 1 1 0 1 0 - 0 0 - 0 1 0 1 0 - 0 0 0 1

Sensitiv = 0, resistent = 1. Forkortingar: Cu (koppar), Cd (kadmium) Zn (sink), AMP (ampicillin), AML (amoxicillin), MEL (mecillinam), C (kloramfenikol),
(trimetoprim/sulfametoksazol), NA (nalidiksinsyre), CIP (ciprofloxacin), CN (gentamicin), TOB (tobramycin), K (kanamycin), F (nitrofurantoin), CAZ (ceftazidim), CTX (cefotaxim), DO

(doxysyklin), TE (tetrasyklin), IPM (imipenem), MEM (meropenem), LEV (levofloxacin), E (erytromycin), VA (vancomycin), St. gsters (stillehavsgsters).

W (trimetoprim), SXT
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Tabell 8: Oversikt over referansestammene for positiv og negativ kontroll nytta i dyrkingsoppsetta.

Parameter

Positiv kontroll

Negativ kontroll

MH-agar og Nutrient-buljong

E. coli CCUG 2468

Ingen

MH-agar og Nutrient -buljong med 50mg/L AMP | VI: 58245Y E. coli CCUG 2468
MH-agar og Nutrient -buljong med 2mg/L CTZ V1: 582459 E. coli CCUG 2468
MH-agar og Nutrient -buljong med 0.06mg/L CPR | VI: 58235Y E. coli CCUG 2468
MH-agar og Nutrient -buljong med 10mg/L IMP VI: 58245Y E. coli CCUG 2468
EUCAST kvalitetskontroll E. coli 17620

D mottatt fra Veterinzerinstituttet.

Tabell 9: Verifisering av tungmetallkonsentrasjonar i agar utfert pa ICP-MS. Awvik (%) mellom utrekna verdi (mg/L) og malt verdi
(mg/kg). ICP-MS metoden har ein méleusikkerhet p& 40 %.

Metall Rekna (mg/L) Malt (mg/kg) Awvik (%)
Cu 0,095 mM 6,0 6,1 +1,7%
Cul5mM 95,3 100 +4,9 %
Cul2mM 762,5 860 +12,8 %
Zn 0,095 mM 6,1 8,1 +32,1 %
Znl5mM 98,1 110 +12,2 %
Zn12mM 784,6 1000 +27,5 %
Cd 0,095 mM 10,5 12 +13,9 %
Cd 0,75 mM 84,3 91 +7,9%
Cd 3,0 mM 337,2 430 +27,5 %

Koppariblaskjel

Sink i blaskjel

Kadmium i blaskjel

Figur 12: Konsentrasjonar av tungmetalla koppar (Cu), sink (Zn) og kadmium (Cd) (mg/kg v.v.) i blaskjel fra 13 ulike lokalitetar.
Stipla line visar PROREF [18] for skjel, Cu=1,42 mg/kg, Zn=17,7 mg/kg og Cd=0,18 mg/kg.
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