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Sammendrag

Filterféringsmekanismen til blaskjell fgrer til at partikler i miljget rundt filtreres og
oppkonsentreres, og dermed blir blaskjell ansett til a gjenspeile det mikrobielle samfunnet i
det marine miljget. Revanning av blaskjell skal sgrge for a fjerne alle fekale kontaminanter i
tarmen, da spesielt Escherichia coli brukes som indikatorbakterie av forekomsten av kloakk
forurensning. Antibiotikaresistente bakterier i det marine miljget er viktig a overvake, da det
er en risiko for utvikling og spredning av resistens blant patogene bakterier hos mennesker og
dyr. Blaskjell blir sett pa som en god bioindikator pa overvakningen av forekomsten av

antibiotikaresistens.

Hovedmalet med masteroppgaven er a undersgke om det mikrobielle samfunnet endres som
effekt av revanning, dyrkingslokasjon og sesong, men ogsa forekomsten av
antibiotikaresistente Escherichia coli i blaskjell. For @ oppna malet ble det benyttet
dyrkingsbaserte metoder for pavisning av bakterier i blaskjell og karakterisering ved 16S rRNA
sekvensering. Fylogenetisk analyse ble brukt for a konstruere et fylogenetisk tre for a se pa
slektskapet mellom sekvensene til isolater identifisert som Escherihcia sp. og E. coli. Isolater
identifisert som E. coli ble screenet for resistens mot et panel med 15 antibiotika for a

undersgke forekomsten av antibiotikaresistens.

Resultatene viste at revanningen var effektiv ved fjerning av den fekale indikatororganismen,
E. coli, men for de andre bakterielle parameterne ble det ikke vist noen signifikant reduksjon.
Effekten av ulike dyrkingslokasjoner viste en signifikant hgyere forekomst ved pavisning av
totalt psykrotroft kimtall og H,S produserende bakterier ved henholdsvis indre og midtre
dyrkingslokasjon. En signifikant hgyere konsentrasjon av totalt psykrotroft kimtall i oktober
og presumptive Aeromonas i mars. Diversiteten av arter ble redusert etter revanning og
varierte som funksjon av dyrkingslokasjon sesong med antall arter og forekomsten av artene.
Videre viste det fylogenetiske ingen tydelige grupperinger av Escherichia sp. og E. coli-isolater.
Ved tesing for antibiotikaresistens ble det observert at 24 % av E. coli-isolatene var ESBL-

produserende.



Abstract

The filter feeding mechanism of mussels causes particles in the surrounding environment to
be filtered and concentrated, and thus mussels are considered to reflect the microbial
community in the marine environment. Depuration of mussels must ensure the removal of all
faecal contaminants in the intestine, as Escherichia coli is used as an indicator bacterium of
the presence of sewage contamination. Antibiotic resistant bacteria in the marine
environment are important to monitor, as there is a risk of the development and spread of
resistance among pathogenic bacteria in humans and animals. Mussels are a good bioindicator

for monitoring the occurrence of antibiotic resistance.

The aim of the master's thesis is to investigate whether the microbial community changes as
an effect of depuration, location, and season, but also the occurrence of antibiotic resistant
Escherichia coli in mussels. To achieve the goal, culture-based methods were used for the
detection of bacteria in mussels and characterization by 16S rRNA sequencing. Phylogenetic
analysis was used to construct a phylogenetic tree to look at the relatedness of the sequences
of isolates identified as Escherihcia sp. and E. coli. Isolates identified as E. coli were screened

for resistance to a panel of 15 antibiotics to investigate the prevalence of antibiotic resistance.

The results showed that the depuration was effective in removing the faecal indicator
organism, E. coli, but for the other bacterial parameters no significant reduction was shown.
The effect of different cultivation locations showed a significantly higher incidence when
detecting total psychrotrophic counts and H,S producing bacteria at the inner and middle
cultivation locations, respectively. A significantly higher concentration of total psychrotrophic
counts in October and presumptive Aeromonas in March. The diversity of species was reduced
after depuration and varied as a function of location and season with the number of species
and the occurrence of the species. Furthermore, the phylogenetics showed no clear groupings
of Escherichia sp. and E. coli isolates. When testing for antibiotic resistance, it was observed

that 24% of the E. coli isolates were ESBL-producing.
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1 Introduksjon

Etter flere ar hvor blaskjellnaeringen har prgvd og feilet, har dyrkingen av blaskjell etablert seg
mer i Norge og salget for 2020 endte pa 2033 tonn blaskjell (Duinker, Storesund & Lunestad,
2022). A drive havbruk av arter lavere i naeringskjeden i Norge er et politisk gnske og i andre
Europeiske land dyrkes og spises det mer blaskjell (Havforskningsinstriruttet, 2016). Grunnet
nzeringsrik fgde i havet, god plass og gode vann- og lokaliseringsforhold blir Norge
produksjonsmessig ansett a ha et stort potensial for blaskjelloppdrett. Blaskjelloppdrett er en
baerekraftig produksjon fordi skjellene ernzerer seg pa alger som filtreres gjennom gjellene
(Havforskningsinstriruttet, 2021). Blaskjellet filtrerer mellom 12 og 240 liter sjgvann per dag
(Lunestad, Frantzen, Svanevik, Roiha & Duinker, 2016), og kontaminanter som virus,

algetoksiner og patogene bakterier kan akkumuleres i skjellene (Lees, 2000).

De siste tiarene har forbruket av muslinger gkt, samtidig som sykdomsutbrudd knyttet til disse
har gkt. Dyrkingslokalisasjoner er sarbare for pavirkning av vannmiljget gjennom
kloakkforurensning og tilsig fra land (Kijewska et al., 2023). Dersom hele blaskjellet med
innvoller blir konsumert, enten ratt eller ved lett varmebehandling er bioakkumulering av
patogene bakterier en fare (Lees, 2000). Filterféringen gjgr at blaskjell kan gjenspeile
kvaliteten pa det marine miljget rundt dem. Miljgforurensning av antimikrobielle midler kan

ogsa bli overvaket ved prgvetaking av blaskjell (Baralla, Demontis, Dessi & Varoni, 2021).

Hovedmalet med forskningen gjort i denne masteroppgaven var a kvantifisere og
karakterisere det mikrobielle samfunnet i blaskjell som funksjon av revanning,
dyrkingslokasjon og sesong ved hjelp av kulturbasert metodikk. Videre ble forekomst av
antibiotikaresistens i Escherichia coli undersgkt som en indikator pa antibiotikaresistens i det

marine miljget.



2 Teoretisk bakgrunn

2.1 Kommersiell blaskjellproduksjon

Blaskjell (Mytilus edulis) er et blgtdyr som er utbredt langs hele Norskekysten hvor den bade
vokser vilt i tidevannsonen og ved oppdrett. Blgtdyret er en del av familien Mytilidae og kan
bli opptil 10 cm lange. Arlig dyrkes det rundt 1,5 — 2 millioner tonn med blaskjell i verden, hvor
en tredjedel av dette skjer i Europa (Havforskningsinstriruttet, 2021). Produksjon av blaskjell
kan betraktes som en av de mest miljg og ressursvennlige matene a produsere naeringsmiddel
pa, bade grunnet at de ernaerer seg gjennom filterféring, men ogsa fordi det er arealeffektivt
(Norgeskjell, u.a-c). Ved produksjon av blaskjell skal miljgregelverket fglges slik at miljget
rundt oppdrett ikke blir forurenset eller skadet (Regjeringen, u.d). Ved kommersiell
bladskjellproduksjon er det lite forurensning og det er relativt sma naturinngrep
(Havforskningsinstriruttet, 2016). | Igpet av et ar kan et skjellanlegg produsere fra 500 kg til
2000 kg med mat per dekar, noe som gjgr at oppdrett av blaskjell er en gunstig og en effektiv
mate a produsere mat pa med tanke pa arealet som benyttes. Ved blaskjelloppdrett
produseres opptil 50 ganger mer kjgtt enn storfe per arealenhet (Norgeskjell, u.a-c). Ved
oppdrett av laks blir det produsert 15 000 kg per dekar (Regjeringen, 2015b) og er dermed
mer arealeffektivt enn blaskjell. Produksjonstiden for blaskjell er tre ar fra produksjon av yngel

til distribusjon (Figur 1) (Norgeskjell, u.a-a).

Produksjon av Dyrking i Hgsting Revanning Prosessering Sortering
skjellyngel |9 av Minst 24 (vasking og og Distribusjon
1&r 2 ar blaskjell timer rensing) pakking

Figur 1: Flytskjema over produksjon av bldskjell fra skjellyngel til distribusjon.

Prosessen ved blaskjelloppdrett begynner med produksjon av skjellyngel, videre dyrking av
blaskjell i sjgen fgr de blir hgstet og revannet. De gjennomgar ogsa en prosessering med

vasking og rensning fgr de blir sortert og pakket for distribusjon (Norgeskjell, u.a-b).



2.1.1 Dyrking av blaskjell

Blaskjell blir hovedsakelig dyrket pa flytende anlegg langs kysten i motsetning til andre land
som Danmark og Nederland som dyrker skjell pa bunnen av sjgen fordi de har gode
stromforhold, neeringsrikt vann og godt klima (Bghle, 1979). | Norge blir de dyrket i

hengekulturer (Figur 2), som vil si at de henger i klynger pa vertikale tau som gar ned til 5

meters dyp (Norgeskjell, u.a-a).

Figur 2: Bilder av hvordan dyrkingsanlegg og hengekulturer ser ut, hvor venstre bilde viser oversiden av
dyrkingsanlegget, mens bildet til hgyre viser hvordan de henger i baerelinene (Norgeskjell, u.d-a).

Produksjon av blaskjell begynner med samling av yngel ved bruk av yngelsamlere for a8 samle
blaskjell fra gytingen (Norgeskjell, u.a-c). Det henges tau eller band under anleggene hvor
blaskjellene dyrkes for a samle opp. Ved bruk av blaskjellstremper kan yngelen legges i disse
for @ vokse eller sa henger de bare pa yngelsamleren (Bghle, 1979). Skjellyngelen ligger i
sjgvannet i et ar, fgr den blir hgstet og yngelen blir sortert. Dyrkingen fortsetter i to ar til etter
de har blitt satt ut fgr blaskjellene blir hgstet. Et blaskjellanlegg bestar som regel av 5-20

bzereliner og kan dekke fra 10 til 200 dekar (Norgeskjell, u.a-a).

2.1.2 Dyrkingslokasjon og sesong

Dyrkingslokasjonen til blaskjellene og sesong spiller en viktig rolle med tanke pa vekst, kvalitet
og mattrygghet. Blaskjell kan leve under ugunstige forhold, noe som gjgr de til resistente
organismer (Baralla et al., 2021). Allikevel kan de lokale forholdene i sjgen gi en fordel ved
dyrkingen av dem, som at det kan vaere hensiktsmessig med en viss andel ferskvann med
saltvannet. For at naeringsopptaket til blaskjellene skal bli hgyest mulig bgr temperaturen i
sommerhalvaret vaere relativt hgy. Fysiske faktorer som urolig sjg, mye vind og islegging bgr

unngas, da dette kan gi skade pa dyrkingsanlegget og blaskjellene (Bghle, 1979).



Store nedbgrs mengder kan fgre til avrenning av avfgring fra landbruket og gi overbelastning
for kloakkanlegget slik at fekale organismer og antimikrobielle midler havner i havet (Lunestad
et al.,, 2016). Klimaendringer pavirker temperaturen i luften og vannet, og kan pavirke
mengden nedbgr, noe som pavirker spredningen av patogene bakterier i vann- og
naeringsmidler (Kijewska et al., 2023). Blaskjell blir ofte dyrket hvor det er stor nzeringstilgang
og hvor vannet er skjermet. Dette medfgrer ogsa en stgrre sjanse for at skjell blir eksponert
for smittestoff fra menneskelig kloakk som de kan filtrere, konsentrere og beholde (Lees,
2000). Partikler som er i omgivelsene til blaskjell blir filtrert mellom de to skjellene og gjennom

gjellene og til slutt videre til fordgyelseskanalen (Figur 3) (Grevskott, 2020).

Figur 3: lllustrasjon over bldskjellets filterférings mekanisme. Bldskjellet filtrerer inn vann og partikler ved grgnn
pil, gar giennom gjellene, sa slippes ut ved de r@gde pilene (Andrews, 2013).

Hvilke partikler som blir selektert og filtrert avhenger blant annet av konsentrasjonen av
partiklene i havet. Ved god tilgang av partikler selekterer blaskjellene ut de levende
organismene og partiklene, men dersom det er lite tilgang pa partikler blir
seleksjonsresponsen redusert og de filtrerer det meste som er tilgjengelig (Rosa, Ward &
Shumway, 2018). Temperatur pavirker filterhastigheten hvor temperaturer pa 10-26°C

medfgrer en konstant filtrering, men ved under 5°C vil den reduseres (Gosling, 2003).

2.1.3 Hgsting av blaskjell

Ved hgsting blir blaskjell tatt opp av hgstefartgy og skjell som er store nok blir transportert til
fabrikken, mens for sma blaskjell blir satt ut i sjgen igjen for a vokse videre (Norgeskjell, u.a-

a). Produsenten av blaskjell har ansvar for at blaskjell som blir hgstet er trygge a spise, og de
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skal ikke overskride grenseverdier for patogene bakterier og toksiner gitt i forordning
853/2004 (2011), og grenseverdier for tungmetaller og miljggifter gitt i forordning 1881/2006
(2014) (Mattilsynet, 2019b).

| henhold til EU forordning 854/2004 (2011) klassifiserer Mattilsynet dyrkingslokasjonene for
blaskjell som enten A-, B- eller C-omrader etter forekomsten av E. coli. Et dyrkingsomrade kan
klassifiseres som A-omrade dersom konsentrasjonen av E. coli ikke overskrider 230 E. coli per
100 g prevemateriale i 80 % av prgvene. Dersom det pavises hgyere konsentrasjon av E. coli
enn dette og mindre enn 4600 E. coli per 100 g klassifiseres det som et B-omrade. Et C-omrade
blir klassifisert ved konsentrasjoner mellom 4600 og 46 000 E. coli per 100 g pr@gvemateriale.
Disse blaskjellene ma bli lagt ut i et A-klassifisert omrade for fjerning av E. coli over en lengre
tidsperiode. Blaskjell fra et A-omrade kan ga rett til konsum, mens fra et B-omrade ma
blaskjellene enten legges ned i et A-omrade eller renses ved revanning (Mattilsynet, 2019a).
For pavisning og kvantifisering av E. coli i blaskjell blir Most probable number (MPN)-metoden

benyttet ved testing avinnmat og kappevann (Grevskott, Svanevik, Wester & Lunestad, 2016).

2.1.4 Revanning

Etter hgsting ma blaskjellene gjennom en revanningsprosess hvor hensikten er a fjerne fekale
kontaminanter i gjellene og fordgyelsessystemet (FAO, 2010). Revanningen blir utfgrt ved a
legge de levende blaskjellene i en tank med kontinuerlig giennomstrgmning av rent sjgvann
(Rees & World Health, 2010). Som et eksempel fra en norsk blaskjellprodusent blir sjgvann til
revanning hentet fra omtrent 56 meters dybde, og sjgvannet behandles i tillegg med UV-Ilys.
Dette kan ta alt fra flere timer til dager, noe som bestemmes av krav fra lovgivning eller hvilke
krav som stilles til produsenten av kunder (FAO, 2010). Revanning brukes som et trinn for a
sikre at det er lavest mulig konsentrasjon av fekale mikroorganismer i blaskjellene, som E. coli,
og metoden har vist effektiv fjerning av disse kontaminantene (FAO, 2010). Ved fjerning av
virale kontaminanter som Norovirus og Hepatitt A har revanning vist a vaere mindre effektiv,
som ogsa gjelder for marine vibrioer (V. parahaemolyticus og V. vulnificus), tungmetaller og
organiske kjemikalier. Dette gjelder ogsa biotoksiner som PSP (Paralytic Shellfish Poisoning),
og DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning) (FAO, 2010), som kan finnes langs norskekysten.

Toksinene gir verken smak eller lukt til blaskjellene, fjernes ikke ved varmebehandling og det



er derfor viktig & vite hvor oppblomstring av algetoksiner forekommer (Folkehelseinstituttet,

2019b).

Prinsippet med revanning er at blaskjellene skal gjenoppta sin vanlige filtreringsaktivitet slik
de filtrerer inn det rene sjgvannet mens kontaminantene blir skylt ut. Hvordan blaskjellene
blir handtert er essensielt fordi de er falsomme for stress og konsekvensen av feil handtering
kan veere at de ikke gjenoppretter filterforing. De fysiologiske omgivelsene som konsentrasjon
av opplegst oksygen, forhold mellom skalldyr og vann, vannfgring, saltholdighet, temperatur
og turbiditet ma vaere oppfylt dersom skjellene skal gjenoppta filtreringen (Rees & World
Health, 2010). Tiden det tar for a fjerne kontaminasjon av bakterier varierer, men etter 48
timer er mesteparten fjernet (Martinez, Rodriguez-Calleja, Santos, Otero & Garcia-Lépez,
2009). Det er vist at det tar 6,5 timer a redusere nivaet av E. coli med 90 % i de fleste tilfellene,
og etter 12 timer med revanning ble det oppnadd en fjerning pa over 99 % (Dore & Lees, 1995).
Dore og Lees (1995) gjennomfgrte et forsgk der de testet om eksponeringstiden av kloakk

spilte noe rolle pa reduksjon av E. coli, og konkluderte med at det ikke hadde noe virkning

(Figur 4).
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Figur 4: Oppndadd reduksjon av E. coli (sorte symboler) og F* bakteriofag (Gpne symboler) i bldskjell som funksjon
av revanningstid (timer) ved A) eksponering for kloakk over en kortere tid (1 til 3 uker) og B) eksponering for
kloakk over en lengre periode (6 mdneder) (Dore & Lees, 1995).

Ved utskillelse av innhold fra blaskjellenes tarmsystem er det viktig at revanningstanken er
designet slik at kontaminantene kan separeres og fjernes fra tanken (Rees & World Health,
2010). For a ha kontroll pa revanningsprosessen gar batchene av blaskjell inn og ut sammen

og tanken vaskes mellom hver batch (FAO, 2010).



En kombinasjon av & hgste blaskjell fra rene omrader (klasse A), og tilstrekkelig revanning vil
gi en lavere risiko for sykdom forarsaket av fekalt kontaminerte blaskjell (FAO, 2010). Detaljer
om hvordan revanning skal foretas blir ikke nevnt i EU-regelverket, men kravet er at «Driften
av rensesystemet ma tillate at levende muslinger raskt kan gjenoppta og opprettholde
filterforingsaktivitet, eliminere kloakkforurensning, ikke bli forurenset pa nytt og for a kunne
forbli i live i egnet tilstand etter rensing for innpakking, lagring og transport fgr de bringes til

omsetning» (FAO, 2010).

2.1.5 Prosessering

Etter revanningen blir skjellende lagt pa pakkelinjen for prosessering hvor de blir vasket og
bgrstet rene. Videre blir de transportert til en maskin som napper ut festetradene fra
skjellene. Blaskjellene blir pakket i enten plastnett eller i tette plastesker, sa videre satt pa
kjplelager f@r distribusjon. Et ferskt produkt sikres ved & bruke fa timer fra revanningen til

distribusjon (Norgeskjell, u.a-b).

Ved produksjon av blaskjell er det viktig & ha en internkontroll som samler rutinene som er
laget for a etterleve regelverket. Det er dermed viktig med grunnforutsetninger som god
produksjonshygiene, renhold, personalhygiene og kontroll pa kjgletemperaturer. Det er
folgelig viktig med tilstrekkelig opplaering for a oppfylle dette (Mattilsynet, u.d). Ved
prosessering av blaskjell er det viktig a opprettholde kjplekjeden, fordi det gj@r at blaskjellene
overlever fra hgsting og til distribusjon. Temperaturer rundt 1-2°C er optimalt (Renneberg,

2007).

2.2 Mikrobielt samfunn i blaskjell

Det mikrobielle samfunnet i blaskjell kan gjenspeile det mikrobielle samfunnet i det marine
miljget, da blaskjell filtrerer og oppkonsentrerer bakterier, virus og andre partikler som er i
omgivelsene. For pavisning av fekal kontaminasjon er blaskjell en god indikator, hvor bakterier
som E. coli og andre i familien Enterobacteriaceae kan forekomme (Grevskott, Svanevik,
Sunde, Wester & Lunestad, 2017). | tempererte havomrader i hele verden vokser det blaskjell
og pa grunnlag av skjellenes biologiske og gkologiske egenskaper, kan de brukes til & vurdere

miljgkvaliteten til sjgvann (Beyer et al., 2017). Ved gkt bruk av havet til transport, menneskelig



aktivitet og dumping av avfall har bevisstheten om at sykdommer kan oppsta okt.
Kontaminerte blaskjell pa markedet er en trussel for mattryggheten, da disse kan inneholde
patogene bakterier og virus som kan fgre til sykdom ved konsum (Munn, 2005). Mikrobiotaen
i blaskjellet kan variere ved forskjellige lokasjoner, da den endres ved blant annet
klimaendringer, saltinnhold og forurensning (Kijewska et al., 2023). Den pafglgende
beskrivelsen av mikrobielt samfunn i blaskjell er begrenset til a8 gjelde bakterier, mens virus

ikke omtales nseermere.

2.2.1 Mesofile og psykrotrofe bakterier

Bakterier kan deles inn i ulike grupper basert pa deres optimumstemperatur for vekst, slik som
mesofile og psykrotrofe bakterier (Jay, Loessner & Golden, 2021). Humanpatogene bakterier
er i all hovedsak mesofile og har optimumstemperatur ved 35-40°C (Granum, 2015).
Eksempler pa mesofile patogene bakterier er Staphylococcus aureus, Salmonella sp. og noen
stammer av E. coli (Schiraldi & Rosa, 2014). Psykrotrofe bakterier trives ved lavere
temperaturer rundt 0-20°C og de slektene som forekommer mest i naeringsmidler er
Pseudomonas og Enterococcus (Jay et al., 2021), men ogsa Shewanella, Vibrio, Photobacterium

og Aeromonas (Huss, 1995).

2.2.2 Shewanella

Shewanella er en mesofil bakterie som tilhgrer familien Shewanellaceae (Yu, Huang, Xiao &
Wang, 2022) og 70 arter er beskrevet (Yu et al., 2022). Optimumstemperaturen til Shewanella
er pa over 16°C, men har evne til a8 vokse ved under 5°C siden de er psykrotolerante (Hau &
Gralnick, 2007). En slik evne gjgr at bakteriene kan vokse i kalde miljger og i miljger hvor
temperaturendringene er store ved ulike arstider (Hau & Gralnick, 2007). Shewanella
overlever i forskjellige gkologiske nisjer, siden den har en fysiologisk allsidighet (Yu et al.,
2022). Slekten er mangfoldig og den kan finnes i marine og ferskvannsmiljger, og blir dermed

ofte isolert fra marine miljger (Hau & Gralnick, 2007).

Dette er en typisk hydrogensulfid (H,S) produserende bakterie, sammen med Vibrio og slekter
av familien Enterobacteriaceae (Doyle, Buchanan & American Society for, 2013), som

Escherichia, Klebsiella og Proteus (Murros, 2022). Flere arter av Shewanella kan forarsake



forringelse av mat, slik som Shewanella baltica som er en vanlig bakterie bade i havet og i fisk

(Nagelsen & Fagerbakke, 2023).

Shewanella blir knyttet opp til sykdom grunnet sin utbredelse, en rask generasjonstid og dens
verdensomspennende utbredelse (Hau & Gralnick, 2007). | varmere perioder i Norge har blant
annet Shewanella putrefaciens veert arsaken til sarinfeksjoner ved bading (Naseer et al., 2019).
Sykdom av Shewanella gir samme sykdomsbilde som ved Vibiro-infeksjoner og mennesker
med underliggende sykdommer kan fa et mer alvorlig sykdomsforlgp (Folkehelseinstituttet,

2019c).

2.2.3 Vibrio

Slekten Vibrio tilhgrer familien Vibrionaceae og bestar av hittil over 100 beskrevne arter
hvorav 12 arter er beskrevet som patogene (Baker-Austin et al., 2018). Spesielt Vibrio
cholerae, Vibrio vulnifivus og Vibrio parahemolyticus er patogene Vibrio-arter som finnes i
tropiske farvann og spesielt i sommermanedene, da vannet er varmere (Reilly & Kaferstein,
1997). De er gram-negative, stavformede, trives ved temperaturer over 17°C og har en
toleranse for et bredt spekter av saltholdighet (Baker-Austin et al., 2018; Belkin & Colwell,
2005). Bakterien forekommer naturlig i ferskvann, elvemunninger og marine miljg, men
foretrekker brakkvann grunnet lave saltkonsentrasjoner (Baker-Austin et al., 2018).
Infeksjoner av Vibrio kan komme av kontaminert sjgmat som enten blir konsumert ra eller

underkokt (Baker-Austin et al., 2018).

Det er en gkt bekymring for klimaendringer og gkt temperatur i forbindelse med spredning av
bakterielle vannbarne infeksjonssykdommer, som Vibrio-sykdom (Baker-Austin et al., 2013).
Global oppvarming og gkt temperatur i havoverflaten anses til a vaere assosiert med gkningen
av Vibrio sykdommer over hele verden, da temperatur fremmer vekst og utholdenhet til Vibrio

arter (Vezzulli, Colwell & Pruzzo, 2013).

Arten V. cholerae har forekomst i brakkvann i tropiske miljger og ved en kombinasjon med
planktonblomsting, gunstig temperatur- og naeringsforhold vil antallet veere hgyt (Granum,
2015). Den patogene arten V. vulnificus har ogsa blitt pavist i Norden og i Norge er den pavist
i et lite antall blaskjell (Granum, 2015). Ved kyst- og brakkvannsomrader med
vanntemperaturer pa 30°C kan V. parahaemolyticus forkomme. Bakterien er ogsa pavist i

Alaska og sgrlige Chile, som ikke er typiske varme havomrader (Granum, 2015).
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Infeksjonene forarsaket Vibrio reflekterer sesongen, hvor varmeste manedene har flest
tilfeller (Baker-Austin et al., 2018). Sykdommer av patogene bakterier av denne slekten deles
inn i kolera og ikke-kolera infeksjoner. V. cholerae gir kolera infeksjon, som kan fgre til alvorlig
diaresykdom, som har fgrt til epidemisk og pandemisk utbrudd (Baker-Austin et al., 2018;
Belkin & Colwell, 2005). Bade V. parahaemolyticus og V. vulnificus gir ikke-kolera infeksjoner,
men forarsaker vibriose (Baker-Austin et al., 2018). Konsum av kontaminert sjgmat av

bakterien kan det fgre til bakteriell gastroenteritt (Joseph, Colwell & Kaper, 1982).

2.2.4 Aeromonas

Aeromonas er en slekt under familien Aeromonadaceae og det er i dag beskrevet 36 arter av
slekten (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020). Slekten Aeromonas er gram-negative, fakultativt
anaerobe og de fleste mesofile har et vekstoptimum mellom 35-37°C, mens de fleste artene
vokser mellom 4°C og 42°C (Percival & Williams, 2014). Til tross for vekst ved alle atmosfeerer,

er dette sjeldent arsaken til matforgiftning (Granum, 2015).

Aeromonas har blitt isolert fra en rekke matvarer som fisk, kjgtt, blaskjell, melk og grennsaker,
men pavist i stgrre grad blant sjgmat (Stratev & Odeyemi, 2015). Miljger hvor bakterielle
gkosystemer eksisterer kan slekten isoleres, da den blir sett pa som en bakterie som kan
overleve overalt i miljget (Janda & Abbott, 2010). Slekten blir i stor grad forbundet med vann
og akvatiske miljger, og den har ogsa blitt isolert fra blant annet sjgvann, drikkevann,
grunnvann, kloakk, elver og innsjger (Janda & Abbott, 2010). Blaskjell filtrerer vann i
omgivelsene og kan dermed vaere utsatt for a filtrere inn og oppkonsentrere Aeromonas, da
denne slekten kan finnes i elvemunningsvann (Janda & Abbott, 2010). Spesielt arten
Aeromonas hydrophila forbindes med marine akvakulturer og finnes mange steder hvor det
er fersk- og brakkvann (Granum, 2015). Siden A. hydrophila lever i akvatiske miljg blir den
utsatt for miljgstress som temperaturendringer, sur pH og lite naeringstilgang, som kan fgre til
bedre overlevelse, noe som er til bekymring (Awan et al., 2018). | flere deler av verden har
gkningen av A. hydrophila sin resistens mot antibiotika, spesielt penicillin og ampicillin blitt

meldt som et problem (Stratev & Odeyemi, 2015).

Blant artene er det A. hydrophila, A. caviae og A. veronii biotype sobria som dominerer antallet

infeksjoner hos mennesker (Ottaviani et al., 2006). Aeromonas salmonicida har ogsa skapt
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infeksjon hos mennesker, knyttet til fiskesykdommer og er dominerende art i fisk og
vannprgver (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020; Janda & Abbott, 2010). Konsum av patogene
Aeromonas kan fgre til en rekke sykdommer hos mennesker, for det meste gastroenteritt,
sarinfeksjoner, blodforgiftning og immunkompetent (Fernandez-Bravo & Figueras, 2020).
Inkubasjonstiden pa sykdom varierer alt ettersom hvilke arter eller toksiner som forekommer,

og varierer fra mellom seks til 48 timer (Granum, 2015).

2.2.5 Escherichia coli

E. coli tilhgrer familien Enterobacteriaceae, hvor ogsa patogene bakterier som Klebsiella,
Yersinia, Shigella spp. og Salmonella gar under samme familie (Granum, 2015). E. coli er en
gram-negativ fakultativ anaerob stavbakterie og er en mangfoldig art (Jang et al., 2017).

Bakterien vokser mellom 7-48°C og har et vekstoptimum pa 37°C (Granum, 2015).

E. coli brukes som en indikatorbakterie for fekal forurensning og prgvetaking av blaskjell er en
god indikator pa kloakk kontaminasjon (Kijewska et al., 2023). Bakterien er utbredt i det
marine miljget og har ogsa tilstedevaerelse i mage-tarmkanalen til varmblodige mennesker og
dyr (Campos, Kershaw & Lee, 2013). Til tross for bruk av E. coli som indikator for fekal
forurensning er enteriske virus antatt vanligste arsak til sykdom ved konsum av muslinger.
Dette skyldes at enteriske virus, slik som norovirus, kan overleve lengre enn
indikatororganismen E. coli i marine miljg og i blaskjellenes fordgyelsessystem (Hernroth,
Conden-Hansson, Rehnstam-Holm, Girones & Allard, 2002). Konsentrasjonen av E. coli i

muslinger kan veere mye stgrre enn omgivelsene til dem (Richards, 1988).

Stammer som Shiga-produserende E. coli (STEC), enteropatogene E. coli (EPEC),
enterotoksigen E. coli (ETEC), enteroaggregative E. coli (EAEC), diffust adherent E. coli og
enteroinvasiv E. coli har evne til & forarsake gastrointestinale sykdommer som diare (Jang et
al., 2017). Stammene blir kategorisert etter fenotypiske trekk, kliniske symptomer,
virulensfaktorer og epidemiologiske bevis (Sperandio & Hovde, 2015). EHEC har forarsaket
mange utbrudd bade i vann og mat, og denne stammen kan fgre til alvorligere
tarmsykdommer ved utskillelse av toksin, som kan fgre til nyresvikt og dgd (Jang et al., 2017;

Sperandio & Hovde, 2015).
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Ved pavisning av E. coli i blaskjell benyttes en standardisert EU referansemetode basert pa
MPN-prinsippet. Prinsippet gar ut pa a lage tre fortynninger, fem ganger for hver prgve, hvor
resultat av positive prgver blir overfgrt til en MPN-verdi etter bekreftelse pa kromogena gar

(Grevskott et al., 2016).

2.3 Antibiotikaresistente bakterier i marine miljg

En global helseutfordring som verden star ovenfor i dag, er antimikrobiellresistens (WHO,
2014). Antibiotikaresistente bakterier er bakterier som mangler evne eller har en redusert
evne for at veksten hemmes ved bruk av et antimikrobielt middel. Konsekvensene av
antibiotikaresistente bakterier er at det antimikrobielle midlet ikke vil fungere som fgrst tenkt
og kan bli helt ubrukelig (EFSA, 2022). Bade i Norge og globalt er antibiotika resistens et
problem som gker med tiden (Regjeringen, 2015a). | 2019 d@¢de sa mange som 1,2 millioner
mennesker grunnet antibiotikaresistente bakterielle infeksjoner og 4,95 millioner dgdsfall
assosiert med dette. Dersom antibiotikaresistens fortsetter a spre seg kan det ta 10 millioner
liv arlig innen 2050 (lkuta et al., 2022). | Europa brukes antimikrobielle midler som medisin til
human bruk og til matproduserende dyr, noe som kan resultere i videre utvikling av antibiotika
resistente bakterier. Dersom de antimikrobielle midlene ikke brukes rett ved medisin kan det
fgre til videre resistensutvikling (EFSA, 2022). Sammenlignet med andre Europeiske land
bruker Norge mindre antibiotika, fordi antibiotika ikke brukes som vekstfremmende middel
ved produksjon av mat og har et lavere forbruk av antibiotika til dyr. Det er hensiktsmessig a
redusere bruken av antibiotika hos mennesker i Norge (Regjeringen, 2015a). Hvor effektiv en
type antibiotika er avhenger av konsentrasjonen antibiotika som trengs for 8 hemme veksten
av bakterien. Ved behandling skal konsentrasjonen av antibiotika veere hgyere enn den minste

inhibitoriske konsentrasjonen (MIC) (Grevskott, 2020).

Blaskjell ansett til & veere en god bioindikator pa forekomst av antibiotikaresistente bakterier
i marine miljg, fordi de filtrerer og akkumulerer omgivelsene sine (Grevskott et al., 2017). Ved
store nedbgrsmengder kan antibiotika fra landbruket og i kloakken fgres til havet og spre
antimikrobielle substanser i det marine miljget (Lunestad et al., 2016). Fekale bakterier med
antimikrobiell resistens kan spres til mennesket via direkte kontakt med dyr eller mennesker,
men ogsa ved inntak av mat og vann (Grevskott et al., 2017). Kloakkanlegg er et samlepunkt

for mikroorganismer og antimikrobielle stoffer fra avfgring, helsevesen eller farmasgytisk

12



industri (Folkehelseinstituttet, 2020). Bakteriene i nseringsmidlene kan vaere ansvarlige for
spredning og overfgring av antibiotikaresistente gen (Kijewska et al., 2023). At bakteriefloraen
til mennesker eller dyr blir eksponert for antimikrobielle stoffer blir sett pa som det viktigste
stedet for utvikling av resistens (Folkehelseinstituttet, 2020). Nar antimikrobielle resistente
bakterier etablerer seg i en persons bakterieflora, vil denne personen veere en frisk baerer av
disse resistente bakteriene og kan bidra til sykdom (Folkehelseinstituttet, 2021). De resistente
bakteriene ender opp i kloakken hvor de igjen kan introdusere deres antibiotikaresistente gen
til det nye miljget. Overvakning av antibiotikaresistente bakterier er essensielt for a hindre
utvikling blant nye miljger, hindre utbrudd som kan true konsumentene og de som handterer
naeringsmidler (Kijewska et al.,, 2023). Betydningen for antibiotikaresistens i det marine
miljget er fortsatt usikkert, men at det trengs mer forskning over tid for a samle mer kunnskap

om situasjonen (Folkehelseinstituttet, 2020).

Horisontal genoverfgring er en mekanisme som kan utvikle og spre antibiotika resistens og
andre adaptive egenskaper, hvor genetisk informasjon blir overfgrt mellom mikroorganismer
(Francino, 2012). Denne har tre genetiske mekanismer som er naturlig transformasjon,

konjugasjon eller transduksjon (Figur 5) (Blokesch, 2015).
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Figur 5: Horisontal genoverfgring illustrert for de tre ulike mekanismene transduksjon, konjugasjon og
transformasjon for overfgring av gen (Blokesch, 2015).

Ved transduksjon overfgrer et bakteriofag genetisk materiale fra en infisert celle til en annen.
Konjugasjon mekanismen overfgrer genetisk materiale nar to celler er i neerhet av hverandre
og ved transformasjon blir fritt DNA tatt opp i cellen fra omgivelsene (Blokesch, 2015).

Horisontal overfgring av plasmider er en sentral del av den raske gkningen av antimikrobiell
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resistens, fordi den inneholder resistensgener som er essensiell mekanisme for at antibiotika
resistens kan spre seg. Plasmidet kan ogsa sgrge for at bakterien er resistent mot flere typer
antibiotika, fordi plasmidet kan veere beerer av det (Mathers, Peirano & Pitout, 2015). Dersom
en organisme er resistent mot minst et antimikrobielt stoff i tre eller flere antimikrobielle

klasser blir den definert som multiresistent (Magiorakos et al., 2012).

Resistente mekanismer som bakteriene bruker er a begrense opptaket av antibiotika, endre
proteinet slik antibiotikaene ikke vet hvor malet er, antibiotikaene kan inaktiveres ved at
bakterien lager @deleggende proteiner og aktiv utstremming ved a lage pumper.
Mikroorganismer kan enten fa disse mekanismene naturlig eller at de er ervervet fra andre
mikroorganismer (Reygaert, 2018). Blant Enterobacteriaceae har det globalt de siste arene
blitt raskere utvikling av antimikrobiell resistens mot fluorokinolon-, cefalosporin- og
karbapenem (Mathers et al., 2015). WHO (2014) rapporterte hgy forekomst av E. coli resistens
mot tredje-generasjons cefalosporiner, inkludert resistens av utvidet spektrum beta-
laktamaser (ESBL) og mot fluorokinoloner. Blant gram-negative bakterier blir beta-laktamaser
sett pa som den viktigste resistensmekanismen, noe som er en utfordring grunnet beta-
laktaktamer er de mest brukte antibiotikaene mot gram-positive og gram-negative bakterier

(Sundsfjord, Simonsen, Haldvorsen, Lundblad & Samuelsen, 2008).
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3 Materialer og metoder

3.1 Prgvemateriale og eksperimentelt design

Forsgket ble utfgrt fra oktober 2022 til april 2023. Blaskjellene ble levert fra en kommersiell
produsent, og skjellene kom fra tre ulike dyrkingslokasjoner i en terskelfjord som heretter blir
omtalt som indre dyrkingslokasjon, midtre dyrkingslokasjon og ytre dyrkingslokasjon.
Forspkene ble satt opp for a studere effekt av revanning, dyrkingslokasjon og sesong pa det
mikrobielle samfunnet i blaskjell, noe som resulterte i seks eksperimentelle grupper: Fgr (F)
og etter (E) revanning ved indre (l), midtre (M) og ytre (Y) dyrkingslokasjon. En revanning pa
mist 24 timer ble utfgrt pa prosesseringsanlegget fgr tilsending. Prgveuttaket ble utfgrt to

ganger med blaskjell som ble hgstet i oktober og mars.

Ved leveranse av blaskjellene ble tre paralleller fra hver dyrkingslokasjon brukt ved
mikrobiologisk prgvetaking pa de utvalgte vekstmediene. En kvantitativ plukking av kolonier
fra vekstmediene og rendyrking av disse ble giennomfgrt for en videre identifisering ved 16S
rRNA sekvensering. Basert pa sekvensresultatene ble det gjennomfgrt en fylogenetisk analyse
og testing av antibiotikaresistens. Oversikten over hvilke trinn forsgket inneholdt (Figur 6), og

en detaljert beskrivelse av forspket forkommer i pafglgende kapitler.

Fylogenetisk

analyse
Leveranse av blaskjell Mikrobiologisk pravetaking Rendyrking av 165 IRNA ~ g
(Tre paralleller per (L&H, SAA TCBS, TBX og kolonier sekvensering
lokasjon) jernagar) (TSA, L&H) Testing av

antibiotikaresistens
(EUNVSEC3)

Figur 6: Flytskjema som viser den overordnede prosessen fra leveranse av bldskjell til mikrobiologisk
pravetaking av skjellene og rendyrking av kolonier med videre identifisering ved 16S rRNA sekvensering,
fvlogenetisk analyse og en antibiotikaresistens testing.

3.2 Mikrobiologisk prgvetaking av blaskjell

Ved mikrobiologisk analyse av blaskjellene ble det analysert tre paralleller av hver prgve.
Blaskjellene ble apnet med en steril kniv og 50 g ramateriale bestdende av innmat og
kappevaeske ble benyttet. Prgvematerialet ble plassert i en stomacherpose og tilfgrt 100 ml
peptonvann (1 g/l pepton (Oxoid LP0037) og 8,5 g/l NaCl (VWR 27810.295)). Prgven ble

homogenisert i en stomacher-maskin i 2,5 minutter og en 1:10 fortynning ble oppnadd ved

15



tilfgrsel av 350 ml peptonvann i homogenatet som ble blandet godt. Videre ble det satt opp
en 10-fold fortynningsrekke til 10*i 15 ml rgr.

Det totale psykrotrofe kimtallet ble bestemt ved utplating pd Long & Hammer agar som
beskrevet i NMKL (Nordisk metodikkomite for naeringsmidler) nr.184. Metoden ble ogsa brukt
for bestemmelse av mesofilt kimtall med bruk av Lyngby's jernagar (Oxoid CM0964) med 0,04
% L-cystein. Ved bestemmelse av presumptive Aeromonas ble NMKL nr.150 brukt ved
utplating pa Stivelses-Ampicillin-Agar (SAA). NMKL nr.156 ble brukt for bestemmelse av
presumptive Vibrio ved utplating pa Thiosulfat-citrat-salt-sucrose-agar (TCBS) (Millipore

86348). Etter utplating ble skalene inkubert ved temperatur og tid som oppgitt i Tabell 1.

Tabell 1: Oversikt over temperatur og tid ved inkubasjon for Long & Hammer, jernagar, Stivelses-Ampicillin-Agar
(SAA) og Thiosulfat-citrat-salt-sucrose-agar (TCBS).

AGAR TEMPERATUR TID

LONG & HAMMER 15°C 5 dggn —7 dggn
JERNAGAR 22°C 72 timer * 6 timer
SAA 37°C 24 og 48 timer
TCBS 37°C 24 og 48 timer

3.2.1 Pavisning av Escherichia coli

Ved pavisning av E. coli ble MPN-metoden benyttet og gjennomfgrt som beskrevet i Grevskott
et al. (2016). Det ble laget MMGB (Mineral modified Glutamate Broth) ved tilsetning av
Mineral modified Glutamate Broth (Base) (Sigma-Aldrich 17171) og NH4Cl (VWR 21236-291).
10 ml av MMGB med dobbelt styrke ble tilfgrt i fem kulturrgr og 10 ml MMGB enkel styrke i
10 kulturrgr. 10 ml av det 1:10 fortynnede homogenatet ble tilfgrt hvert av rerene med dobbel
styrke MMGB, mens henholdsvis 1.0 ml og 0.1 ml homogenat ble tilsatt fem rgr med enkelt
styrke MMGB (Figur 7).
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Figur 7: Oppsett av enkel styrket og dobbel styrke MMGB r@r og mengden av homogenat som skal tilfgres i de
ulike kulturrgrene.

Ved fargeendring fra lilla til gul ved aerob inkubasjon pa 37°Ci 24 timer £ 2 timer ble prgvene
antatt som positive. Positive prgvergr ble sadd ut pa TBX-agar (Tryptone Bile X-glucuronide
Agar) (Sigma-Aldrich 92435) som ble delt inn i fem soner, hvor 10 pl fra hver positiv prgve ble
overfgrt fra prgvergrene og strgket ut pa mediet. Prgvene ble inkubert ved 44°Ci 22 timer +
2 timer. Ved avlesning ble MPN-tabell «Most probable number of organisms: table for

multiple tube method using5x1g,5x0.1g0og5x0.01g»i FAO (2010) brukt.

3.2.2 Statistisk analyse

Statistisk analyse ble utfgrt ved bruk av programvaren SPSS (Versjon 27, IBM Statistics). Den
statistiske analysen ble utfgrt pa log-transformerte kimtall. Gjennomsnittsverdier er
presentert med * ett standardavvik. Forskjeller i kimtall mellom grupper (fgr og etter
revanning, mellom ulike dyrkingslokasjoner og mellom sesonger) ble testet ved bruk av enveis

ANOVA og Tukey Post Hoc test med et signifikansniva pa 95 %.

Analysen ble gjennomfgrt ved bruk av log transformerte verdier for hver av parallellene. |
paralleller hvor det ikke ble pavist noe kimtall ble verdiene regnet som 1 og fikk en log

transformert verdi pa 0.
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3.3 Rendyrking og nedfrysing bakterier

Etter avlesning ble det plukket kolonier fra skdlene for a rendyrke dem. Kolonier ble plukket
fra hvert medium og ved fortynninger med tellbare kolonier. Det ble plukket kolonier fra
forskjellige fortynninger og antallet plukkede kolonier varierte fra skal til skal. Fra skalene med
psykrotroft kimtall og mesofilt kimtall ble skalene delt inn i atte sektorer hvor det ble plukket

fire til seks kolonier fra en del.

Ved rendyrking av koloniene som ble plukket fra jernagar, TCBS, SAA og TBX ble TSA (Tryptone
Soya Agar) (Oxoid CM0131) benyttet og kulturene ble inkubert ved 37°C i 24 timer. For
rendyrking av kolonier plukket fra Long & Hammer agar ble koloniene rendyrket pa det samme
mediet og inkubert ved 15°C i 48 timer. Videre ble en koloni overfgrt til en ny skal, hvor
koloniene fra TSA ble overfgrt til en ny skal med TSA. Koloniene fra Long & Hammer ble
overfgrt til TSA med ekstra tilsetning av NaCl (5 g/l). Temperaturen og tiden ved inkubasjonen

for parameterne var de samme som ved fgrste inkubasjon ved rendyrking.

For tillaging av ampuller til nedfrysing av isolatene ble hver renkultur tilsatt 2 ml frysemedium
TSB (Tryptone Soya Broth) (Oxoid CM0129)) tilsatt 20 % glyserol (VWR 24388.195) rett pa
petriskalen. Lgsningen ble blandet med koloniene samtidig som koloniene Igsnet ved bruk av
steril L-formet platespreder. 1 ml av bakteriesuspensjonen ble til slutt pipettert i et kryorgr

som ble fryst ved -80°C.

3.4 Identifisering ved 16S rRNA sekvensering
3.4.1 Dyrking av kolonier

Ved oppdyrking av bakterieisolater til DNA-isolering ble de fryste ampullene pa -80°C tatt opp
i en kjglebeholder for @ unnga fullstendig tining av ampullens innhold. Isolatene fra Long &
Hammer ble dyrket pa TSA med dobbel mengde NaCl og inkubert ved 15°Ci 24 timer. De andre
isolatene ble dyrket pa TSA og inkubert ved 37°C i 24 timer.

Fgr DNA-isolering ble bakterieisolatene dyrket opp i 10 ml TSB, hvor kolonier fra TSA med
dobbel mengde salt ble inkubert ved 15°Ci 48 timer, mens resterende reagensrgr ble inkubert

ved 37°Ci 24 timer. Cellene ble deretter hgstet ved sentrifugering av 1 ml av denne kulturen.

18



3.4.2 Isolering og kvantifisering av DNA

For d isolere DNA ble det brukt to forskjellige kit, hvor DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) ble
brukt pa 45 isolat, mens GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fischer Scientific) ble
brukt pa 183 isolater. Protokollen for gram-negative bakterier ble brukt. Kvantifiseringen ble
utfgrt etter isoleringen, hvor DNA konsentrasjonen malt ved bruk av spektofotometeret
Powerwave XS av Biotek. Bglgelengdene som ble brukt ved kvantifiseringen var 230, 260 og

280 nm, og Elution Buffer (QIAGEN) ble brukt som blank.

3.4.3 Polymerase Chain Reaction

Polymerase Chain Reaction (PCR) ble gjennomfgrt ved a lage en mastermix ved a fglge

protokollen PCR using HotStarTag Master Mix i heftet HotStarTaq PCR Handbook (Tabell 2).

Tabell 2: Mastermix til PCR (Qiagen HotStarTaq PCR Handbook).

Komponent pl/preve Sluttkonsentrasjon
HotStarTaq 0,125 2,5 U/per reaksjon
dNTP-mix 0,5 200 pm

10 x PCR buffer 2,5 1x

338F primer 1 0.4 uM

1492R primer 1 0.4 uM
Nukleasefritt vann 17,875 -

Totalt 23 -

Det ble tilsatt 23 pl av mastermixen i PCR-rgrene og 2 pl av DNA-templat. Det ble brukt en
mengde DNA pad 4-332 ng DNA/reaksjon. Et fragment pa omtrent 1100 basepar av det
bakterielle 16S rRNA genet ble amplifisert ved PCR ved bruk av primerene 338F (5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') (Muyzer, De Waal & Uitterlinden, 1993) og 1492R (5'-
ACGGYTACCTTGTTACGACT-3') (Turner, Pryer, Miao & Palmer, 1999). Programmet som ble
brukt til DNA amplifikasjonen framstilt i Tabell 3, ble utfgrt med PCR-instrumentet C1000
Thermal Cycler (Bio-Rad).
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Tabell 3: Innstillinger for programmet for primerene 338F og 1492R ved PCR.

Temperatur (°C) Tid Trinn Antall sykluser
95 15 min Varmeaktivering

95 1 min Denaturering

58 30 sek Hybridisering 30

72 1 min Polymerisering

72 5 min Avslutning

3.4.4 Gel elektroforese

For a sikre at PCR-produktet hadde rett stgrrelse ble det gjennomfgrt en gel elektroforese av
prgvene. Gelen ble laget ved tilsetning av 1,5 % agarosegel (Lonza) i 1 x TAE-buffer, som ble
varmet opp og tilfgrt 4 pl GelRed stain (QIAGEN). | et mikrosentrifugergr ble det blandet 5 pl
av PCR-produktet og 1 ul Gelpilot Loading Dye 5x (QIAGEN), som videre ble tilfgrt i brgnnene
i gelen. | hver endebrgnn ble det tilfgrt ladder 1 kp GeneRuler (Thermo Fischer Scientific). Gel

elektroforesen ble utfgrt ved 60V i 60 minutter og gelen ble tatt bilde av i en G-box (SynGene).

3.4.5 Rensing, kvantifisering og fortynning av PCR produkt

Rensing av PCR-produkter fgr sekvensering ble gjort ved bruk av kittet GenelJET PCR
Purification Kit (Thermo Fischer Scientific) og protokoll for DNA purification using centrifuge
ble brukt. Produktet ble oppsamlet i en 2 ml mikrosentrifugergr og ble kvantifisert ved bruk

av Elution Buffer som blank.

F@r prgvene ble sendt til sekvensering ble de fortynnet med nukleasefritt vann for 8 oppna en
konsentrasjon pa 10 ng/ul. Det ble overfgrt 5 pl av fortynnet renset PCR produkt, samt 5 pl av
primer 338F med konsentrasjon 5 uM. Prgvene ble markert med barcodes fgr de ble sendt for

Lightrun sekvensering til Eurofins Genomics (Tyskland).

3.4.6 Fylogenetisk analyse

En fylogenetisk analyse av 16S rRNA gen-sekvensene fra bakterieisolater identifisert som
Escherichia sp. og E. coli ble giennomfgrt ved bruk av programvaren MEGA 11. Fylogenetiske
treer ble konstruert ved bruk av neighbour-joining metoden, og 1000 bootstrap-replikater ble
benyttet for a teste treets struktur. Referansestammer for E. coli, E. fergusonii, E. albertii og

E. marmotae ble lastet ned fra RefSeg-databasen til NCBI (Tabell 4) og brukt for a8 undersgke
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om de ukjente sekvensene grupperte seg med disse. Sekvensen til et bakterieisolat identifisert

som Enterococcus faecium ble brukt som ut-gruppe i analysen (Tabell 4).

Tabell 4: Referansestammer som ble brukt ved fylogenetisk analyse. Hentet fra NCBI.

ID Referansestamme

S1 NR_024570.1 Escherichia coli strain U 5/41 16S ribosomal RNA, partial sequence

S2 NR_112558.1 Escherichia coli strain JCM 1649 16S ribosomal RNA, partial sequence

S3 NR_027549.1 Escherichia fergusonii ATCC 35469 16S ribosomal RNA, partial sequence

S4 NR_025569.1 Escherichia albertii strain Albert 19982 16S ribosomal RNA, partial sequence
S5 NR_136472.1 Escherichia marmotae strain HT073016 16S ribosomal RNA, partial sequence
S6 MF-1_GEL455_Enterococcus faecium

3.5 Testing for antibiotikaresistens i E. coli-isolater

Ved antimikrobiell testing ble det valgt ut 34 E. coli isolater fra ulike agarer og
dyrkingslokasjoner fgr og etter revanning. Isolatene og referansestammen CCUG 17620

(=ATCC25922) ble dyrket pa TSA og inkubert ved 37°C i maks 24 timer.

Det ble laget rgr med 11 ml Mueller Hinton Broth (Oxoid CM0405) tilsatt MgCl, (10 mg/ml
Mg?*) x 6H20 og CaCl, (10 mg/ml Ca?*) x 2H,0, samt rgr med 10 ml autoklavert ionefritt vann.
Et turbidimeter (BioLog Model 21907) ble brukt for 8 male transmittans av en Mac Farland
standard, hvor transmittansen som ble avlest varierte fra 65-68 %. | rérene med ionefritt vann
ble det overfgrt kolonier fra TSA til transmittansen hadde samme verdier som Mac Farland
standarden. 10 ml av ionefritt vann med kolonier ble pipettert over i rér med Muller Hinton
Broth.Ved testing for antimikrobiell resistens ble de frysetgrkede antibiotikaplatene EUVSEC3
(Thermo Fisher Scientific) benyttet. 50 ul av en prgve ble pipettert ut i hver brgnn pa en plate
og inkubert aerobt ved 35°Ci 18-24 timer. Oversikten over hvilke antibiotika det ble testet for

og konsentrasjonen av de oppgis i Figur 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1 12 ANTIMICRCBICS
Al AMP AZl AMI GEN TGC TAZ FOT coL NAL TET TP SMX AMP Ampicillin
32 64 128 16 8 8 4 16 64 32 16 512 MERO  Meropenem
B| AMP AZI AMI GEN TGC TAZ FOT coL NAL TET TMP SMX CIP Ciprofloxacin
16 32 64 8 4 4 2 8 32 16 8 256 AZ| Azithromycin
c| AMP AZI AMI GEN TGC TAZ FOT coL NAL TET TMP SMX AMI Amikacin
8 16 32 4 2 2 1 4 16 8 4 128 GEN Gentamicin
D| AMP AZI AMI GEN TGC TAZ FOT coL NAL TET TMP SMX TGC Tigecycline
4 8 16 2 1 1 0.5 2 8 4 2 54 TAZ Ceftazidime
E| AMP AZl AMI GEN TGC TAZ FOT coL NAL TET TMP SMX FOT Cefotaxime
2 4 3 1 0.5 0.5 0.25 1 4 2 1 32 CHL Chloramphenicol
F| AmP AZI AMI GEN TGC TAZ CHL CHL CHL CHL TP SMX coL Colistin
1 2 4 05 0.25 0.25 8 16 32 64 0.5 16 NAL Nalidixic Acid
G| MERO | MERO | MERO MERO MERC | MERO | MERO | MERO | MERO | MERO T™P SMX TET Tetracycline
0.03 0.06 0.12 025 0.5 1 2 4 8 16 025 ] TMP Trimsthoprim
H| cCP clP cIP CIP clP ciP CIP cP cIP cIP POS POS POS Positive Control
0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 3 SMX Sulfamethoxazole

Figur 8: Oversikt over hvor de 15 antibiotikaene er plassert pG EUVSEC3 platene og konsentrasjonen av dem.
H11 og H12 er positiv kontroll.
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Ved avlesning av brgnnplaten ble hvitt bunnfall karakterisert som vekst, mens blanke brgnner
tilsvarer ingen vekst. Brgnnene ble lest av i en Manual Viewbox (Thermo Fisher Scientific)

(Figur 9).

Figur 9: Plater med frysetgrket antibiotika i brédnnene fra EUVSEC3 med tilfart prave, hvor hvitt bunnfall regnes
som vekst.

De 15 antibiotikaene deles inn i hovedklassene betalaktam-antibiotika, aminoglysider,
tetrasykliner, makrolider og en diverse gruppe. Ceftazidime, cefotaxime, ampicillin og
meropenem gar under gruppen betalaktam-antibiotika, mens de som gar under gruppen
aminoglykosider er gentamicin og amikacin. Tetrasycline og tigecycline gar under
hovedgruppen tetrasykliner, mens azithromycin gar under hovedgruppen makrolider. De
andre antibiotikaene som fluoroquinolones (nalidixic acid og ciprofloxacin), colistin,
chloramphenicol, trimethoprim og sulfamethoxazole gar under den diverse gruppen.
Grenseverdiene som avgjgr hvilke bakterieisolat som er sensitive eller resistente mot en

antibiotika ble hentet fra EUCAST (2023) og CLSI (2020) (Tabell 5).
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Tabell 5: Den minste inhiberende konsentrasjon (MIC) breakpoints for de ulike penicillinene som det ble testet for, hvor
verdiene er gitt for sensitiv (S) og resistens (R).

Antibiotika MIC breakpoints (mg/L)
S< R>
AMP (Ampicillin) 8 8
MERO (Meropenem) 2 8
CIP (Ciprofloxacin) 0.25 0.5
AZI (Azithromycin) - 16
AMI (Amikacin) 8 8
GEN (Gentamicin) 2 2
TGC (Tigecycline) 0.25 0.25
TAZ (Ceftazidime) 1 4
FOT (Cefotaxime) 1 2
CHL (Chloramphenicol) - 16
COL (Colistin) 2 2
NAL (Nalidixic Acid) 16 32
TET (Tetracycline) - 4
TMP (Trimethoprim) 4 4
SMX (Sulfamethoxazole) 256 512
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4 Resultat

4.1 Effekt av revanning, dyrkingslokasjon og sesong pa sammensetning av
mikrobielt samfunn i blaskjell

Den mikrobielle sammensetningen av blaskjell ble undersgkt ved a benytte kulturbaserte

metoder hvor ulike vekstmedium ble brukt for a8 se hvordan revanning, lokasjon og sesong

kunne pavirke dette.

Totalt psykrotroft kimtall (PK) varierte fra 3,9 + 0,32 log kde/g til 5,2 + 0,27 log kde/g for
revanning og 3,7 + 0,16 log kde/g til 4,8 + 0,17 log kde/g etter revanning (Figur 10). Det ble
ikke pavist noen signifikant forskjell som funksjon av revanning i de seks ulike inndelingene av
lokasjon og sesong (p>0,05). Sammenligning av PK i blaskjell fgr revanning viste at det i
oktober ikke var signifikant forskjell mellom dyrkingslokalisasjonene (p>0,05), mens i mars var
PK i skjell fra indre dyrkingslokasjon signifikant hgyere fra midtre og ytre dyrkingslokasjon
(p<0,05). Ved midtre dyrkingslokasjon var kimtallet i oktober signifikant hgyere enn i mars fgr
revanning, mens ingen signifikant forskjell ble funnet for de andre lokalitetene (p<0,05).
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Figur 10: Kimtall ved pdvisning av totalt psykrotroft kimtall i blGskjell far og etter revanning ved indre, midtre og
ytre dyrkingslokasjon hgstet i oktober og mars. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD (n=3). Ulike
sma bokstaver (a-b) indikerer signifikante forskjeller mellom sesong ved oppgitt lokasjon, mens store bokstaver
(A-B) viser signifikante forskjeller mellom lokaliteter ved angitt sesong.

Det totale mesofile kimtallet varierte fra 3,6 + 0,15 log kde/g til 4,2 + 0,37 log kde/g for
revanning og fra 3,5 + 0,48 log kde/g til 4,4 + 0,73 log kde/g etter revanning (Figur 11). Det ble
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ikke pavist noen signifikant forskjell som funksjon av revanning i de seks ulike inndelingene
(p>0,05) og ingen signifikant forskjell mellom de to ulike sesongene (p>0,05) eller mellom de

ulike lokasjonene (p>0,05).
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Figur 11: Kimtall ved padvisning av totalt mesofilt kimtall i bldskjell fgr og etter revanning ved indre, midtre og
ytre dyrkingslokasjon hgstet i oktober og mars. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD (n=3).

Konsentrasjonen av H;S produserende bakterier (kvantifisert som sorte kolonier pa jernagar)
varierte fra 1,2 + 1,02 log kde/g til 3,5 + 1,18 log kde/g fgr revanning og fra 0,8 + 0,75 log kde/g
til 2,8 + 0,77 log kde/g etter revanning (Figur 12). Revanningen hadde ingen signifikant
reduserende effekt pa mengden H,S produserende bakterier i blaskjellene (p>0,05). Kimtallet
ved midtre dyrkingslokasjon var signifikant hgyere enn ytre dyrkingslokasjon i mars (p<0,05),
mens kimtallet i skjell fra de tre ulike dyrkingslokasjonene i oktober var ikke signifikant
forskjellige (p>0,05). Det var ingen signifikant forskjell i kimtall mellom de to ulike sesongene

for alle dyrkingslokasjoner fgr revanning (p>0,05).
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Figur 12: Kimtall ved bestemmelse av H:S produserende bakterier i bldskjell fgr og etter revanning ved indre,
midtre og ytre dyrkingslokasjon hgstet i oktober og mars. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD.
Ulike store bokstaver (A-B) viser signifikante forskjeller mellom lokaliteter ved angitt sesong.

Kimtallet ved pavisning av presumptive Aeromonas varierte fra 0,8 + 1,4 log kde/ml til 4,1 +
2,37 log kde/g for revanning og fra ikke pavist kimtall til 4,2 + 1,63 log kde/g etter revanning
(Figur 13). Aeromonas ble ikke pavist i alle parallelle prgver, og etter revanning i oktober ble
det kun pavist i 1 av 3 paralleller ved midtre og i 2 av 3 paralleller i prgver fra ytre
dyrkingslokasjon. Presumptive Aeromonas ble kun pavist i 1 av 3 paralleller fgr revanning i
oktober i prgver fra indre og midtre dyrkingslokasjon. | mars ble det pavist i 1 av 3 ved indre
dyrkingslokasjon etter revanning og ved de andre dyrkingslokasjonene var det stor variasjon
av kimtallet ved parallellene. Revanningen hadde ingen signifikant reduserende effekt pa
mengden av presumptive Aeromonas i blaskjellene (p>0,05). Ingen signifikant forskjell i
konsentrasjon av presumptive Aeromonas ble pavist mellom dyrkingslokasjoner, verken i mars
eller i oktober (p>0,05 for begge). Konsentrasjonen av presumptive Aeromonas for alle de tre

dyrkingslokasjonene sett under ett var signifikant hgyere i mars enn i oktober (p<0,05).
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Figur 13: Kimtall ved pdvisning av presumptive Aeromonas i bldskjell for og etter revanning ved indre, midtre og
ytre dyrkingslokasjon hgstet i oktober og mars. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD. Ulike store
bokstaver (A-B) viser signifikante forskjeller sesonger ved samlet verdier for lokaliteter.

Ved pavisning av presumptive Vibrio varierende kimtallet fra ikke pavist til 1,8 £ 0,44 log kde/g
for revanning og fra ikke pavist kimtall til 2,2 + 1,13 log kde/g etter revanning (Figur 14). Vibrio
ble ikke pavist i alle paralleller, og i oktober ble det pavisti 1 av 3 paralleller ved indre lokasjon
feér revanning og midtre lokasjon etter revanning, mens hos midtre lokasjon fgr revanning ble
det pavist i 2 av 3 paralleller. | mars ble det pavist presumptive Vibrio i 2 av 3 paralleller blant
alle, bortsett fra midtre dyrkingslokasjon bade fgr og etter hvor det ble pavist kimtall i 1 av 3
paralleller. Det ble ikke pavist noen signifikant forskjell som funksjon av revanning i de seks
ulike inndelingene (p>0,05) og ingen signifikant forskjell i presumptive Vibrio mellom de to

ulike sesongene (p>0,05) eller mellom de ulike lokasjonene (p>0,05).
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Figur 14: Kimtall ved pdvisning av presumptive Vibrio i bldskjell for og etter revanning ved indre, midtre og ytre
dyrkingslokasjon hgstet i oktober og mars. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD.
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Det ble pavist presumptive E. coli mellom 0,4 + 0,75 log MPN/g og 1,9 + 0,38 log MPN/g for
revanning (Figur 15). E. coli ble ikke pavist i alle paralleller, da det i oktober f@r revanning ble
pavist i 1 av 3 paralleller ved indre dyrkingslokasjon, mens for ytre dyrkingslokasjon ble
presumptive E. coli pavist i 2 av 3 paralleller. Fgr revanning i mars ble E. coli pavist i 1 av 3
paralleller ved alle dyrkingslokasjonene. | oktober ved midtre dyrkingslokasjon ble det funnet
signifikant reduksjon i konsentrasjonen av E. coli som funksjon av revanning (p<0,05). E. coli
ble ikke pavist etter revanning hos noen av lokasjonene og sesongene. Det ble ikke pavist
forskjell i mengde E. coli mellom dyrkingslokasjonene (p>0,05) eller mellom de to sesongene

(p>0,05).
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Figur 15: Pavisning av presumptive E. coli i bldskjell fgr revanning ved indre, midtre og ytre dyrkingslokasjon
hgstet i oktober og mars ved bruk av MPN-metoden. Verdiene er oppgitt som gjennomsnittsverdier+ SD.
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4.2 |dentifisering av mikrobielt samfunn i blaskjell ved bruk av dyrkingbasert
metode

Fra begge prgveuttak ved alle de tre lokalitetene, bade fgr og etter revanning ble totalt 228

bakterieisolater plukket fra fem ulike dyrkingsmedier og identifisert ved sekvensering av 16S

rRNA genet (Tabell 6).

Tabell 6: Antall isolater fra de tre dyrkingslokasjonene (indre, midtre og ytre) i oktober og mars, samt fgr og
etter revanning.

Oktober Mars
Indre  Midtre Ytre Indre Midtre Ytre
Fgr revanning 11 25 49 17 18 20
Etter revanning 9 11 23 17 10 18
Totalt antall kolonier 20 36 72 34 28 38
128 100

Identifiseringen viste at de ulike dyrkingsmediene, bade generelle og selektive medier, stgttet
vekst av flere bakterieslekter (Figur 16). Av de 72 isolatene fra Long & Hammer agar ble 14
slekter identifisert. De dominerende slektene var Vibrio sp. (32 %), Shewanella sp. (27 %) og
Photobacterium sp. (12 %) Fra jernagar ble det identifisert tolv ulike slekter fra de 49 isolatene,
hvor det ble identifisert elleve slekter av sorte kolonier og seks slekter av hvite kolonier. Blant
de sorte koloniene var det identifisert flest av Staphylococcus sp. (39 %), og 3 % av hver av
slektene Aeromonas sp., Bacillus sp. og Pantoea sp. Blant de hvite koloniene pa jernagar ble

38% identifisert som Staphylococcus sp., 28 % som Pantoea sp. og 14 % som Bacillus sp.

Blant de 45 bakterieisolatene plukket fra SAA ble ti slekter identifisert hvor 22% av de var
Pseudomonas sp., 17 % Escherichia sp. og 15 % Pantoea sp. Bade gule og hvite kolonier ble
plukket fra mediet. Fra TBX-agar ble det isolert 46 bakterieisolater hvor det ble identifisert tre
slekter, som ble detektert ved blagrgnne kolonier. Escherichia ble identifisert for 94% av
isolatene, mens Staphylococcus sp. og Enterococcus sp. med henholdsvis 4 % og 2 %. Av de 16
bakterieisolatene fra TCBS ble det identifisert to slekter, hvor 94 % var Staphylococcus sp. og

6 % var Serratia sp. Kolonier isolert fra mediet var gule med lyssone og gr@gnne kolonier.
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Figur 16: Identifisering av kolonier fra TBX-agar, SAA, TCBS agar, svarte kolonier pa jernagar, hvite kolonier pd
jernagar og Long & Hammer.

Av de identifiserte isolatene var totalt 54 isolater plukket fra indre dyrkingslokasjon fgr og
etter revanningen ved de to sesongene (Figur 17). Blant elleve isolater fgr revanning i oktober
ble seks slekter identifisert hvor Staphylococcus (49 %) dominerte med slektene
Staphylococcus epidermidis (28 %) og Staphylococcus warneri (18%). Etter revanning i oktober
ble det identifisert fem slekter fra ni isolater med Vibrio sp. (45 %) og Photobacterium (22 %)
som dominerende slekter. Blant de 17 isolatene fgr revanning i mars ble fem slekter
identifisert, hvor arten E. coli (47 %) og uidentifiserte arter av Shewanella sp. (23 %)
dominerte. Etter revanning i mars ble det identifisert seks slekter blant 17 isolat dominerende

av Staphylococcus (59 %) med artene S. warneri (47 %) og S. epidermidis (12 %).

Ved begge sesongene ble E. coli, S.epidermidis, S. warneri og uidentifiserte arter av Shewanella
identifisert. | oktober ble slekten Vibrio identifisert i mindre grad f@r revanning (18 %) enn
etter revanning (45 %), mens i mars var den kun identifisert etter revanning (6 %).
S.epidermidis ble kun identifisert fgr revanning (28 %) i oktober, mens i mars ble den
identifisert bade fgr (6 %) og etter revanning (12 %). E. coli ble identifisert i stgrre grad i mars

(47 %) enn i oktober (9 %) fgr revanning. | oktober ble A. salmonicida, Proteus spp. og
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Photobacterium spp. bare identifisert etter revanning. Vibrio spp., Pseudoalteromonas spp. og

Psychrobacter spp. ble bare identifisert etter revanning.
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Figur 17: Sektordiagram av identifiserte isolat fra indre dyrkingslokasjon fgr (n=28) og etter revanning (n=26) i
oktober og mars.

Totalt 64 isolater ble identifisert fra midtre dyrkingslokasjon fra fgr og etter revanningen ved
de to sesongene (Figur 18). Blant de 25 isolatene fra fgr revanning i oktober ble ti slekter
identifisert, hvor Escherichia sp. (28 %), med arten E. coli (24 %) og slekten Hafnia sp. (20 %)
dominerende. Etter revanning i oktober ble fire slekter identifisert fra elleve isolater med de
dominerende slektene Vibrio sp. (46 %) fglgende av Staphylococcus sp. (36 %) med artene S.
epidermidis (27 %) og S. warneri (9 %). Blant de 18 isolatene fra f@r revanning i mars ble det
identifisert syv slekter, med Escherichia som dominerende slekt med arten E. coli (33%) og
Bacillus (23 %). Etter revanning i mars ble ti isolater identifisert med fire slekter med Pantoea
sp. (40 %) som dominerende slekt med artene P. anthophila (30 %) og P. septica (10 %), samt

slekten Stenotrophomonas sp. (30 %).

Ved begge sesonger fgr revanning ble artene E. coli og S. epidermidis identifisert, samt
uidentifiserte arter av Bacillus sp., Photobacterium sp. og Shewanella sp. | oktober ble S.
epidermidis identifisert i stgrre grad etter revanning (27 %) enn fgr revanning (8 %). E. coli ble

bare identifisert i mindre grad etter revanning ved begge sesongene. | oktober ble Vibrio sp.
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bare identifisert etter revanning. | mars ble Stenotrophomonas sp., P. septica og Aliivibrio logei
bare identifisert etter revanning, mens de to andre identifisert etter revanning hadde lavere

forekomst f@r revanning.
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Figur 18: Sektordiagram av identifiserte isolat fra midtre dyrkingslokasjon fgr (n=43) og etter revanning (n=21) i
oktober og mars.

Fra ytre dyrkingslokasjon ble det isolert 110 bakterieisolater fra fgr og etter revanning (Figur
19). | oktober fgr revanning ble ni ulike slekter av 49 isolater identifisert hvor Escherichia sp.
(52 %) var dominerende med E. coli (39 %). Etter revanning i oktober ble 23 isolater identifisert
som ni slekter med Vibrio sp. (26 %) og Escherichia sp. (18 %) som dominerende slekter. | mars
fer revanning ble seks slekter identifisert blant 20 isolater hvor Staphylococcus sp. (40 %)
dominerte med S. warneri (30 %) og S. epidermidis (10 %), samt hgy forekomst av P. septica
(15 %). Etter revanning ble fire slekter identifisert hvor 18 isolater resulterte i identifikasjon
av seks slekter hvor den dominerende var Pantoea sp. med arten P. anthophila (28 %), men

0gsa S. warneri (28 %).

Ved begge sesongene ble det pavist E. coli, S. baltica og uidentifiserte arter av Shewanella sp
feér revanning. | oktober ble Vibrio sp. identifisert i st@rre grad etter revanning (26 %) enn fgr

revanning (8 %), mens for E. coli ble det identifisert mindre etter revanning (5 %) enn fgr
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revanning (39 %). | mars ble P. anthophila pavist i stgrre grad etter revanning (28%) enn fgr

revanning (5 %).
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Figur 19: Sektordiagram av identifiserte isolat fra ytre dyrkingslokasjon fagr (n=69) og etter revanning (n=41) i
oktober og mars.

4.3 Fylogenetisk analyse basert pa Escherichia arter

Et fylogenetisk tre (Neighbor-joining tre) ble konstruert for a8 se pa slektskapet mellom
sekvensene til isolater identifisert som Escherichia spp. uten naermere artsidentifikasjon (10)
og sekvenser identifisert som E. coli (43) (Figur 20). Referansestammene S1, S2, S3, S4, S5 ble
brukt og Enterococcus faceum (S6) (Tabell 4) ble brukt som ut-gruppe i den fylogenetiske
analysen. Det fylogenetiske treet viste tre hovedklynger i tillegg til ut-gruppen. Den fgrste
klyngen grupperte seg med referansestammene S3 (E. fergusonii) og S4 (E. albertii) bestaende
av 18 E. coli-isolat. Ved den andre hovedklyngen grupperte alle Escherichia sp. isolatene og 11
E. coli-isolater seg naermest referansesekvensene S1 (E. coli), S2 (E. coli) og S5 (E. marmotae).
Den tredje klyngen bestaende av 14 E. coli-isolater grupperte seg ikke naer noen av
referansesekvensene. Lengden av greinene viser sma forskjeller mellom sekvensene og de

lave bootstrapverdiene (< 83 %) gir stor usikkerhet om treets struktur. Isolatene fra indre
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dyrkingslokasjon grupperte seg sammen, mens isolatene fra midtre og ytre var mer fordelt pa

de tre hovedklyngene.
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Figur 20: Sirkuleert fylogenetisk tre (neighbour-joining) med 1000-bootstrap replikasjoner for 16S rRNA
gensekvenser fra 53 isolater identifisert som Escherichia sp. og E. coli med fem referansestammer og E. faceum
som utgruppe. Det fylogenetiske treet viser bootstrap-verdier >50 %. Symboler i indre sirkel viser isolatenes
opprinnelse: Indre (svart runding), midtre (hvit firkant) og ytre (svart firkant) dyrkingslokasjon.
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4.4 Antibiotikaresistens hos Escherichia coli

Isolater identifisert som E. coli (n=34), fordelt pa E. coli isolat (n=23) i oktober (Tabell 7) og E.
coli isolat (n=11) fra mars (Tabell 8) (Vedlegg A), ble screenet for resistens mot et panel med
15 antibiotika. Referansestammen CCUG 17620 var innenfor de oppgitte MIC-
konsentrasjonene (EUVSEC3). Blant de 34 isolatene var 32 (94 %) av de resistente mot minst
en type antibiotika og syv (21 %) var resistent mot to eller flere antibiotika. De isolatene som
var resistente mot minst to typer antibiotika var MFO2, MEO1, YFO1 og YFO2 som ble isolert
fra blaskjell fra oktober, mens isolatene fra mars ble det funnet blant isolatene IFM5, MFM2,
MFM4 og YFML. Isolatet MFO2 var resistent mot ni ulike antibiotika. Ni ulike resistensprofiler
ble observert, hvor den vanligste kombinasjonen av resistens var ampicillin, ceftazidime og
trimethoprim som ble observert i fire av isolatene. Resistens mot betalaktam-antibiotika ble

observert i atte isolater (24%).

Det ble observert resistens mot alle 15 antibiotika som ble testet. Det ble pavist resistens mot
cefalosporiner som cefotaxime (18 %) og ceftazidime (9 %) blant E. coli-isolatene. 6 % av E.
coli-isolatene hadde ogsa resistens mot blant karbapenemer som meropenem. Forekomsten
av antibiotikaresistens i isolatene var fglgende for sulfamethoxazole (85 %), ampicillin (18 %),
trimethoprim (18 %), colistin (12 %), azithromycin (9 %), nalidixic acid (9 %), meropenem (6
%), ciprofloxacin (6 %), tigecycline (6 %), chloramphenicol (6 %), amikacin (3 %), gentamicin (3

%) og tetracycline (3 %).
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Figur 21: Sammensetningen av hvilke antibiotika E. coli-isolatene er resistente mot blant de 15 ulike typene
antibiotika. Isolater med resistens mot flere typer antibiotika (n=8), isolater som er resistente mot en type
antibiotika (n=24) og isolater som ikke var resistente mot noen av antibiotikaene (n=2).
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5 Diskusjon

Forspket ble satt opp for a studere effekten av revanning, dyrkingslokasjon og pa det
mikrobielle samfunnet i blaskjellene. En mikrobiell prgvetaking for totalt psykrotroft kimtall,
totalt mesofilt kimtall med H.,S produserende bakterier, presumptive Aeromonas,
presumptive Vibrio og presumptive E. coli ble gjennomfgrt. | Kijewska et al. (2023) papekes
det at gram-negative bakterier som Pseudomonas spp., Aeromonas spp., Vibrio spp.,
Shewanella spp. og E. coli er relevante patogene mikroorganismer med tanke pa mattrygghet
i blaskjell, men ogsa andre bakterier i det marine miljget og antibiotikaresistente bakterier kan
akkumuleres. Enteriske virus som norovirus og Hepatitt-A virus er ogsa viktige smittestoffer
som kan forekomme i kloakk og kan true mattryggheten og er assosiert med utbrudd ved

konsum av skjell (Manso & Romalde, 2013).

5.1 Effekt av revanning pa det mikrobielle samfunnet i blaskjell

A studere det mikrobielle samfunnet etter revanning ble gjennomfgrt for & undersgke om
bakteriekonsentrasjonen ble redusert som effekt av revanning og om sammensetningen av
det mikrobielle samfunnet endret seg. Formalet med revanning er a redusere antallet fekale
mikroorganismer i blaskjell, som E. coli (FAO, 2010). Fgr revanning hadde fem av seks prgver
en konsentrasjon under 230 E. coli / 100 g, som er grensen for a bli klassifisert som A-omrade
(Mattilsynet, 2019a), mens midtre dyrkingslokasjon overskrider denne verdien i oktober med
266 E. coli / 100 g, som tyder pa at blaskjellene er hgstet fra minst et B-klassifisert omrade
(Mattilsynet, 2019a). Revanningen i denne studien viste at minst 24 timer revanning med stor
sannsynlighet reduserte mengden av E. coli betraktelig. En signifikant reduksjon for bare
midtre dyrkingslokasjon i oktober kan komme av det hgye standardavviket ved pavisningen.
Dore og Lees (1995) observerte at en revanning pa 12 timer ved bruk av filtrert og UV-
behandlet sjgvann fjernet over 99 % av nivaet av E. coli i blaskjell. En studie av Martinez et al.
(2009) viste at en revanning ved temperatur pa 14-18°C, 5,5 mg/liter oppl@st oksygen,
saltholdighet over 30 PSU (Practical Salinity Unit) og en turbiditet mindre enn 15
nephelometric turbiditetsenheter var effektiv ved eliminering av patogene bakterier og

reduksjon av virusinnholdet i skalldyr.
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Revanningen viste ikke en signifikant reduksjon av presumptive Vibrio, presumtive
Aeromonas, H,S produserende bakterier, totalt mesofilt kimtall og totalt psykrotroft kimtall i
dette forsgket. Karakteriseringen viste en lavere forekomst av artsdiversiteten etter
revanning, og ved noen dyrkingslokasjoner og sesonger ble en reduserende eller en gkende
observert. Ved karakterisering av det mikrobielle samfunnet ble det identifisert hgyere andel
av Vibrio spp. etter revanning. Martinez et al. (2009) undersgkte effekten av revanning av
blaskjell kontaminert av blant annet psyktrotrofe bakterier som Aermonas spp., Vibrio spp. og
E. coli, hvor det ble funnet en signifikant reduksjon av alle bortsett fra Vibrio spp. ved en
revanning pa 42 og 48 timer. FAO (2010) papeker ogsa at revanning har mindre effekt marine
Vibrio spp. Tidligere studier av revanningseffekten av V. vulnificus og V. parahaemolyticusin i
levende gsters viser seg a veere tilstrekkelig ved fire til seks dager ved lave temperaturer, hgy
saltholdighet og med rennende vann (Campbell, Chouljenko & Hall, 2022). | denne oppgaven
ble A. salmonicida ble identifisert ved en lokasjon fgr revanning og en annen lokasjon etter
revanning. | artikkelen Starliper (2001) ble revanningseffekten av A. salmonicida, undersgkt i

muslingen Amblema plicata noe som resulterte i en reduksjon pa 70 % etter 24 timer.

En revanningsstudie fra Egypt av muslingen Paphia undulata ble gjennomfgrt for 8 se pa
revanningseffekten av patogenene Vibrio sp., Shigella sp., E. coli og Salmonella sp. En
revanning pa 24 timer resulterte i henholdsvis en prosentvis reduksjon pa 75, 31, 68 og 36 %
sammenlignet med f@r revanning. Etter tre dager var E. coli fjernet, en reduksjon av Vibrio (3
%) og Salmonella sp. (8 %), og en gkning for Shigella sp. (22 %) (El-Gamal, 2011). Dette
bekrefter at revanningen kan senke konsentrasjonen av noen bakterier og gkte
konsentrasjonen av enkelte, noe som i den nevnte studien viste seg a vaere avhengig av tiden
av revaninngen. Selv om revanningen kan redusere og fjerne bakterielle stoffer i muslinger er
den ikke sa effektiv ved fjerning av virus, giftstoffer og tungmetaller. Tilstedeveaerelse av
norovirus og Hepatitt-A virus kan veere tilstede etter revanning og kan forarsake utbrudd
dersom muslinger konsumeres ratt, som stort sett bare er gsters (Martinez-Albores et al.,

2020).

Tiden for kloakkeksponering er tidligere vist a ikke pavirke fjerning av E. coli i blaskjell ifglge
Dore og Lees (1995). | Richards (1988) papekes det at bakteriekonsentrasjonen pavirker
revanningen, hvor skjell med hgy forurensningsgrad tar lengre tid a@ rense. Hvor mye som

slippes ut av skjellene har vist til 8 avta med tiden, som de forklarer med at bakteriene som
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ikke er festet like godt blir fijernet fgrst, mens de festede blir fjernet saktere. | denne oppgaven
ble det pavist en konsentrasjon av presumptive E. coli fgr revanning pa 1,9 + 0,38 log MPN/g
og 1,5 + 1,32 log MPN/g i oktober henholdsvis ved midtre og ytre dyrkingslokasjon. Isolater
som ble identifisert fra SAA og jernagar ble identifisert som E. coli etter revanning ved samme
lokajsoner i oktober. Dette kan ha en sammenheng med hvor stor effekten av revanningen er
ved ulike bakteriekonsentrasjoner. Det kan vaere at revanningen ikke har veert tilstrekkelig ved
fierning av E. coli og dersom en lengre revanning hadde blitt giennomfgrt hadde E. coli mest
sannsynlig blitt fjernet. MPN-metoden er en standardisert metode for pavisning av E. coli i
blaskjell og dermed kan usikkerheter i forsgket fgrt til at det ikke ble pavist E. coli etter
revanning pa TBX-agar. Ved karakterisering av isolatene ble det observert en reduserende
effekt av Shewanella, Hafnia alvei og Serratia fonticola som effekt av revanning. | studien
Odeyemi, Burke, Bolch og Stanley (2019) papekes det at Shewanella baltica blir assosiert med
gdeleggelse av sjgmat og at mikrobiotaen i blaskjellet f@r pakking i modifisert atmosfeere er
avhengig av kvaliteten pa produktet. De ble funnet ut at Shewanella ikke utgjgr noen trussel

siden den lett blir fjernet med revanning.

Uidentifiserte arter av Vibrio sp. ble pavist i stgrre grad etter revanning i oktober ved alle tre
dyrkingslokasjoner. Dette kan tyde pa at bakterien tar lengre tid a fjerne med revanning og at
den er godt festet i blaskjellet. Det er ikke gnskelig at Vibrio sp. blir pavist etter revanning i
blaskjell siden noen av artene kan vaere patogene, slik som Vibrio splendidus som ble pavist
feér revanning. En hgyere forekomst etter revanning ble ogsa pavist for S. warneri ved indre
dyrkingslokasjon og P. anthophila ved ytre dyrkingslokasjon i mars. Ved midtre
dyrkingslokasjon ble alle isolatene identifisert i stgrre grad etter revanning. En hgyere
konsentrasjon av bakterielle smittestoff etter revanning kan komme av rekontaminering av
bladskjellene dersom vannet ikke har blitt byttet ut (Rees & World Health, 2010). For at
blaskjellene skal fjerne kontaminanter er det viktig a gjenopprette filterféringsaktiviteten, noe
som er avhengig av handtering og fysiologiske omgivelser (Rees & World Health, 2010). En
konsekvens av dette er at kontaminanter ikke blir skylt ut av gjeller og fordgyelsessystemet til
blaskjellene slik at mulige mikroorganismer kan fortsette a vokse. En hgyere forekomst etter
revanning kan ogsa ha sammenheng mellom hvilke kolonier som ble plukket fra vekstmediene
og ved plukkingen gjgres et selektivt utvalg. Selv om plukkingen av kolonier fra de ulike

vekstmediene ble prgvd a gjgre systematisk ved a dele generelle medier inn i sektorer og
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plukke koloniene innenfor denne, ble kapasitet en begrensning. En jevn fordeling av antall
kolonier fra fgr og etter revanning ved de ulike dyrkingslokasjonene i oktober og mars burde

blitt giennomfgrt for et mer kvantitativt resultat.

Ved dyrkingsbasert metode ble det detektert store forskjeller pa forekomsten av H»S
produserende bakterier, presumptive Aeromonas, presumptive Vibiro og presumptive E. coli.
Forskjeller i de tre parallellene har forarsaket det hgye standardavviket, noe som gir en
usikkerhet i forekomsten av bakteriene. At det er forskjeller innenfor de tre parallellene med
blaskjell, viser variasjonen av filtrering og oppkonsentrering mellom blaskjellene. Dette sier
noe om mattryggheten ved konsum av blaskjell og at det er lurt a teste flere paralleller av

blaskjell for a gi et sikrere estimat for pavisning av kontaminanter.

5.2 Mikrobielt samfunn som effekt av dyrkingslokasjon og sesong

Blaskjellene ble hgstet fra tre ulike dyrkingslokasjoner i en terskelfjord i oktober 2022 og mars
2023. Hensikten var @ undersgke om sesong og dyrkingslokasjon pavirket det mikrobielle
samfunnet. Siden det mikrobielle samfunnet i blaskjellene kan gjenspeile det mikrobielle
samfunnet i havet (Baralla et al., 2021), ble blaskjell fgr revanning brukt for a undersgke dette.
| Derome (2019) papekes det at sammensetningen av mikrobiotaen i muslinger og miljget
varierer med lokasjon og sesong. Varierende nivaer av fekale koliforme bakterier har blitt
observert av You et al. (2023) av muslinger ved kystlinjen i Canada. Forurensningen varierte
med sesong da hgyere forekomst av nedbgr og sngsmelting, samt ved regioner med hgyere

menneskeaktivitet og dyrebestander fgrte til hgyere nivaer av koliforme bakterier.

| denne studien ble det observert en signifikant hgyere forekomst av totalt psykrotroft kimtall
og H)S produserende bakterier ved to ulike lokasjoner i mars. Fgrstnevnte hadde hgyest
forekomst ved indre dyrkingslokasjon i forhold til de to andre lokasjonene, mens sistnevnte
hadde hgyere forekomst i midtre enn ytre dyrkingslokasjon. Grunnet trange innganger ved
terskelfjorder er det lite utskiftning i vannet og kontaminert kan bli vaerende en stund
(Statens, 2000), noe som muslingene kan filtrere og oppkonsentrere. Hgyrere temperaturer
av gverste vannlaginnerst kontra ytterst i en terskelfjord har blitt malt av (Dyb & Tuene, 2003).

Vezzulli et al. (2012) viste at en gkende temperatur pa havoverflaten pekte mot en gkning i
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dominansen til marine Vibrio spp. og andre patogene bakteriearter ved forskning gjort pa

planktonassosiert bakteriesamfunn i Nordsjgen.

Identifiseringen viste en stgrre diversitet av slekter ved ytre dyrkingslokasjon, fglgende av
midte og indre dyrkingslokasjon. Det var hyppigest forekomst av slektene innenfor familiene
Enterobacteriaceae og Vibrionaceae. Andre familier som ble pavist i dette forsgket var blant
annet Aeromonadaceae, Moraxellaxeae, Yersiniacea, Pseudomonadeaceae, Shewanellaceae,
Erwiniaceae og Staphylococcaceae. En studie av Salgueiro et al. (2021) identifiserte ogsa de
fem f@rstnevnte familiene i muslinger. Forskningen ble gjennomfgrt pa tre ulike muslinger,
inkludert blaskjell, ved tre dyrkingsanlegg ved kystlinjen s@r for Portugal og et anlegg i sentrale
deler av Portugal. Sammensetningen av mikrobiotaen i muslingene varierte mellom
dyrkingslokasjoner fra samme region. Salgueiro et al. (2021) stgttet hypotesen om at
mikrobiotaen i muslinger blir pavirket av blant annet saltholdighet, mikrobiotaen i vannet,
temperatur og livsstadier, men ogsa miljgfaktorer som pH og opplgst oksygen (Derome, 2019).
Flere forskningsstudier indikerer pa at muslingenes mikrobiota kan reflektere gkte
konsentrasjoner av Enterobacteriaceae og Aeromonadeaceae relatert til menneskeskapt
pavirkning (Derome, 2019). Muslinger kan ha en mikrobiota som er sammensatt av forskjellige
arter i slektene Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter, Vibrio, Photobacterium og Bacillus
(zannella et al.,, 2017). | studien Salgueiro et al. (2021) ble slekter som Enterobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Proteus og Staphylococcus identifisert fra muslinger. Det er vist seg
at muslinger som lever i forurensende vann har hyppigst forekomst av Pseudomonas, Vibrio,
Aeromonas og Acinetobacter (Derome, 2019). De tre fgrstnevnte slektene er ifglge Martinez
et al. (2009) en betydelig del av den mikrobielle sammensetningen av blaskjell dyrket langs
kysten nordvest i Spania. De nevnte studiene har vist at det mikrobielle samfunnet til

muslinger viser en stor diversitet av ulike slekter.

| denne studien ble var Escherichia sp. og Staphylococcus sp. tilstedevaerende ved alle
dyrkingslokasjoner. Diversiteten blant dyrkingslokasjonen varierte, noe den ogsa gjorde som
effekt av sesong. Det mikrobielle samfunnet varierte som effekt av sesong for to av de
dyrkingsbaserte metodene, da ble det pavist en signifikant hgyere konsentrasjon av totalt
psykrotroft kimtall og presumptive Aeromonas, ved henholdsvis oktober og mars.
Sesongvariasjonene for totalt psykrotroft kimtall ble observert ved midtre dyrkingslokasjon og

for presumptive Aeromonas sett under alle lokasjoner. | oktober varierte lufttemperaturen fra
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6,4°C til 10,9°C mens temperaturen i mars varierte fra 4,0°C til 6,5°C, som vil si det generelt
var varmere i oktober. Dette kan indikere pa at et hgyere totalt psykrotroft kimtall forkommer
ved hgyere temperaturer, mens presumptive Aeromonas ved lavere temperaturer.
Forekomsten av mikroorganismer kan ogsa skyldes filterhastigheten siden den gker ved
temperaturer pa 10-26°C, mens ved temperaturer under 5°C vil den senkes (Gosling, 2003).
En hgyere filtreringshastighet fgrer til at blaskjellene filtrerer mer vann og dermed kan en
hgyere konsentrasjon av kontaminanter oppsta i blaskjellene. Et mer presist estimat for a si
om temperaturen kan ha pavirket mikrobiotaen i blaskjell hadde vaert malinger av
temperaturen i vannet. Karakteriseringen i denne oppgaven viste en hgyere diversitet av
slekter i oktober med syv flere slekter enn i mars ved alle dyrkingslokasjoner sett under ett.
Slektene som vokste ved begge sesonger var Escherichia, Staphylococcus, Shewanella,

Serratia, Bacillus, Pseudomonas og Photobacterium.

Forekomsten av koliforme bakterier har vist seg a veere hgyere etter mye nedbgr (Hernandez,
Acedo & Dillon, 2020), da tilsig fra land og utslipp fra kloakk kan forekomme. Ved hgsting av
bldskjellene som ble brukt i denne oppgaven var det ingen store nedbgrsmengder. Dette
gjenspeiler ogsa den relativt lave forekomsten av E. colii blaskjellene. Innvirkningen av nedbgr
pa E. coli konsentrasjoner ved forskjellige strender ble utfgrt av Kleinheinz, McDermott,
Hughes og Brown (2009), hvor seks av atte lokasjoner ble pavirket av nedbgr pa 5 mm i Igpet
av en 24 timers periode. Dette viste at forekomsten av E. coli konsentrasjoner varierte fra ulike
strender og at undersgkelser av hver strand er hensiktsmessig med hensyn til pavirkningen av

nedbgr.

For a fa et bredere spekter av hvilke slekter som kan forekomme i marine miljg ble jernagar
brukt for a pavise slekter som vokser ved hgyere temperaturer, mesofile bakterier. Bakterier
med svarte kolonier anses til a vaere H,S produserende, da noen slike bakterier er Shewanella,
Vibrio (Doyle et al., 2013), samt Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Clostridium, Klebsiella,
Streptococcus, Proteus og Yearsinia (Murros, 2022). | dette forsgket ble det funnet stgrst
diversitet blant de svarte koloniene, hvor slektene Escherichia og Proteus var blant de artene
som anses a vaere H,S produserende. At flere av slektene ble identifisert fra svarte og hvite
kolonier, slik som Staphylococcus, kan komme av at noen arter produserer H,S. Det har blitt
vist at S. epidermidis er H,S produserende og at S. aureus ikke er det (Aryal, 2022), men

studiene pa disse og for S. warneri er begrenset. | denne studien ble det identifisert flest S.
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epidermidis og S. warneri som svarte kolonier, men ogsa fra hvite kolonier. En forklaring pa
dette kan vaere at plukking av kolonier til rendyrking at eksempelvis en hvit koloni ble strgket
ut istedenfor en svart. Shewanella som er en typisk H,S produserende bakterie (Doyle et al.,
2013), ble ikke identifisert fra jernagar som svarte kolonier, men fra Long & Hammer, hvor 15

kolonier ble identifisert som dette.

Fra SAA ble det plukket flest kolonier som ikke var typiske Aeromonas kolonier, men ogsa
typiske kolonier som var gule med en lys sone. Det ble pavist slekter som Pseudomonas og
Escherichia, men ikke Aeromonas, til tross for at denne ble identifisert fra Long & Hammer.
Fra Long & Hammer ble det ogsa identifisert Vibrio, noe som ikke ble identifisert fra TCBS.
Kolonier som ble plukket fra TCBS var bade gule kolonier med lyssone og grgnne kolonier.
Dette viser at tilstedeveerelse av Aeromonas og Vibrio kan forekomme dersom det ikke blir
pavist pa SAA og TCBS, og dersom det er vekst pa disse mediene er gir ikke det et sikkert
estimat pa at det er de to slektene. Pavisning av totalt psykrotroft kimtall ved Long & Hammer

er det mediet som representerer diversiteten i blaskjell best.

5.3 Fenotypisk karakterisering av sekvenser

Basert pa sekvenser som ble identifisert som Escherichia sp. og E. coli ved 16S rRNA ble det
laget et fylogenetisk tre. Lave bootstrap-verdier pa det fylogenetiske treet gir stor usikkerhet
om treet struktur. Lengden av greinene pa treet viser svaert sma forskjeller mellom
sekvensene og basert pa den fylogenetiske analysen kan ikke artsidentifikasjon til isolatene
bekreftes. Den fylogenetiske analysen viste ingen tydelig gruppering av isolatene og dette

bekrefter at 16S rRNA ikke er en god markegr for fylogenetisk analyse av Escherihcia.

16S rRNA-gensekvenser er det vanligste husholdningsgenet for a studere bakteriell fylogeni
og taksonomi, da gener er tilstedevaerende blant nesten alle bakterier. Bruken av dette genet
er ogsa forbundet med problemer ved identifisering pa slektsnivd og artsniva blant
Enterobacteriaceae (Janda & Abbott, 2007). Bruken av andre proteinkodede
husholdningsgener har vist en hgyere ytelse ved identifikasjon av slekter og arter i
Enterobacteriaceae, da dnal vist en hgyere ytelse enn 16S rRNA, tuf og atpD. Grunnet en
st@rre sekvensvariasjon mellom artene i slekten gjgr at proteinkodende husholdningsgener er

mer egnet (McLean et al.,, 2019). Hong Nhung et al. (2007) dokumenterte at analyse av
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familien Enterobacteriaceae ved dnal-sekvenser kunne identifisere pa artsniva og at det er en

kraftig marker for fylogenetisk studie.

| denne studien ble flest Escherichia sp. pavist pa TBX-agar, men ogsa Staphylococcus sp. (4 %)
og Enterococcus sp. (2 %), som bla kolonidannende enheter. Blant Escherichia sp. isolatene ble
86 % identifisert som E. coli. Sannsynligheten for at de fleste isolatene faktisk er E. coli
avhenger av hvor selektiv TBX-agar er, som vil si at dersom den indikerer god selektering av E.
coli pa bekostning av andre Escherichia arter kan det sies at det med stor sannsynlighet er E.
coli. Koliforme bakterier som E. coli er en gruppe av Enterobacteriaceae som er laktose-
fermenterende og de kan identifiseres av B-glukuronidaseaktivitet (Molina et al., 2015). Andre
bakterier som ikke er malbakterier har vist seg a kunne ha hgye niva av enzymer som B-d-
glukuronidase, noe som kan forstyrre pavisningen av malbakteriene. | Enterobacteriaceae
familien har enzymet blitt funnet blant Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia og
Rahnella (Tryland & Fiksdal, 1998). Grevskott et al. (2016) undersgkte artsdiversiteten til MPN-
metoden noe som resulterte i at 10 % av andre slekter i Enterobacteriaceae-familien ble
identifisert som falsk-positive kolonier pa TBX-agar, som var Escherichia, Klebsiella,
Citrobacter og Enterobacter. | den nevnte studien papekes det at bruken av TBX-agar ikke kan
brukes utelukkende for pavisning av E. coli. Til tross for at det har blitt bevist at andre slekter
kan vokse pa TBX- agar, har det ogsa blitt vist at enzymet B-glukuronidase ikke har gitt falske

negative reaksjoner ved pavisning av E. coli (Edberg & Kontnick, 1986).

TBX-agar blir brukt som bekreftelse for kulturrgr som skifter farge fra lilla til gul, positive
prever, som skyldes laktosefermentering. A fermentere laktose er en egenskap de fleste
koliforme bakterier har, og ved bekreftelse av tilstedevaerelsen av E. coli i vann og skalldyr blir
en laktosefermentering ved 44°C blitt sett pa som en bra metode (Tennant, Reid, Rockwell &
Bynoe, 1961). | studien til Tennant et al. (1961) ble det pavist flere gasspositive tester for E.
coli isolat, enn for isolat som er ikke-fekale ved 44°C. Det ble funnet ut at stammer av

Aerobacter og Citrobacter kan ha en laktosefermentering ved 44°C.
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5.4 Forekomst av antibiotikaresistens i Escherichia coli

Forekomsten av antibiotikaresistensi E. coli ble undersgkt ved tre dyrkingslokasjoner i oktober
og mars av blaskjell fgr og etter revanning. A teste for antibiotikaresistente E. coli i blaskjell
kan gi et godt bilde over forekomsten i det marine miljget fordi blaskjellene filtrerer
omgivelsene sine (Grevskott et al., 2017). Regelmessige testinger for antibiotikaresistens
spesielt ved byer kan gi oppdatert kunnskap om hvordan forekomsten av resistens er lokalt
(Grevskott, Ghavidel, Svanevik & Marathe, 2021). En oppdatering av naveerende status for
antibiotikaresistente gener i det marine miljget er viktig med tanke pa rollen marine bakterier
har som reservoar. En gkning av antibiotikaresistente gen kan fgre til gkning av resistente
patogene bakterier hos mennesker og dyr (Kijewska et al., 2023). En analyse av forekomsten
av antibiotikaresistente bakterieisolater fra hele verden ble giennomfgrt av Albini et al. (2022),
som viste til en generelt hgy forekomst av antimikrobiell resistens hos Aeromonas spp.,
etterfulgt av Vibrio spp., Salmonella spp. og E. coli i marine miljg. Spesielt de to fgrstnevnte

ble sett pa som to viktige reservoar for antimikrobielle resistente gen.

E. coli og Klebsiella pneumoinae er to arter som forbindes med den hgye produksjonen av
utvidet beta-laktamase (ESBL), som vil si de har resistens mot bredspektrede cefalasporiner
(Rossolini, D'Andrea & Mugnaioli, 2008). Det rapporteres om gkende forekomst av ESBL i
Norge innenfor og utenfor helseinstitusjoner, men forekomsten er fortsatt lav
(Folkehelseinstituttet, 2019a), mens det i andre omrader i Europa og S@¢r-Amerika er stgrre
forekomst (Rossolini et al., 2008). Ved behandling av Enterobacteriaceae infeksjoner blir
behandling med cefalosporiner som inkluderer antibiotikaene cefotaxim, ceftazidim,
cetriaxone og cefepim brukt, dermed er resistensutvikling mot disse ikke gnskelig (Paterson,
2006). Grevskott et al. (2017) observerte resistens mot tredjegenerasjons cefalosporiner blant
7 % av E. coli-isolater fra kommersielle oppdrettslokaliteter og fra overvakningsposisjoner i
Norge ved perioden oktober 2014 til november 2015. | Grevskott et al. (2021) ble det
undersgkt om resistensprofilene og mangfoldet av B-laktamaser var tilstedeveerende i
befolkningen og hvordan en mulig spredning av resistente E. coli til miljget via kloakk i Bergen.
Det ble funnet en tilstedeveerelse av klinisk relevante karbapenemaser og ESBL-er, og det
papekes at funn av karbapenemaser i kloakk viser et behov for overvakning av avigp for a

forutsi fremtidige lokale utbrudd.
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Ved testing av antibiotikaresistens i E. coli-isolat i denne studien viste at de atte isolatene som
var resistent mot flere enn en antibiotika, var ogsa resistente mot minst en type betalaktam-
antibiotika. 20 % av isolatene var resistente mot tredjegenerasjons cefalosporiner, med enten
resistent mot ceftotaxime, ceftazidime eller mot begge, som var hgyere enn det som ble nevnt
for tidligere ar. Det ble observert en mindre forekomst av resistens av ampicillin (18 %) og
karbapanemer som meropenem (6 %). De fleste isolatene var resistente mot
sulfamethoxazole. Trimetoprim-sulfametoksazol (TMP-SMX) er en utbredt antibiotika og det
finnes bakteriearter over hele verden som har utviklet resistens mot denne, som blant annet
E. coli (Pharm, 2022). | Vignaroli et al. (2016) ble det observert antibiotika resistens av E. coli-
isolater med 17 % resistens mot ampicillin. Ampicillin er en type penicillin, og i Norge brukes
det mest penicillin ved behandling av mennesker og dyr (NORM/NORM-VET, 2021), noe som
gjor det relevant a teste for ampicillin i det marine miljget. Vignaroli et al. (2016) viste ogsa at
25,5 % av isolatene var resistente resistente mot tetracycline. En studie av Grevskott et al.
(2017) viste at 38 % av E. coli-isolat og andre i Enterobacteriaceae familiene var resistente mot
minst en type antibiotika, mens 5 % viste multiresistens. Dette gjaldt blaskjell som ble hgstet

langs Norskekysten.

Antibiotikaresistens testingen i denne studien viste at ett ESBL-produserende E. coli-isolat var
tilstedeveerende etter revanning. Overfgringen av resistente bakterier til mennesker kan
reduseres ved varmebehandling av blaskjellene fgr konsum, men konsum av ratt eller lett
varmebehandlet kan fgre til overfgring (Jans et al., 2018). | en studie av Kausrud, Skjerdal,
Johannessen, llag og Norstrom (2022) ble varmetoleransen til ESBL-produserende E. coli i
blaskjell testet, og det viste seg a fjernes pa samme mate som en ikke-ESBL E. coli ved hgye
nok temperaturer. Det ble ogsa papekt at en hgy filterhastighet ved hgyere temperaturer vil
utgj@gre en hot spot for akkumulering av patogene og antimikrobielle resistente bakterier fra
det marine miljget. Det er ikke @nskelig & konsumere blaskjell som inneholder
antibiotikaresistente bakterier, fordi det er med pa utviklingen og spredningen av
antibiotikaresistens. Studier har vist at antibiotikaresistens hos patogene bakterier som E. coli
blir fortere utviklet og spredt dersom den lokale temperaturen i havet gker med 10°C, som en
konsekvens av klimaendringer (MacFadden, McGough, Fisman, Santillana & Brownstein,

2018; McGough, MacFadden, Hattab, Mglbak & Santillana, 2020). Forskningen tyder ogsa pa
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at en gkende befolkning ogsa ferer til gkt problematikk knyttet til utviklingen av resistens
(MacFadden et al., 2018).
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6 Konklusjon

Hensikten med masteroppgaven var a studere effekten av revanning, dyrkingslokasjon og
sesong pa det mikrobielle samfunnet i blaskjell. Revanningen har med stor sannsynlighet
redusert mengden av E. coli i blaskjell betraktelig. Karakterisering av bakterieisolatene viste
en lavere forekomst av artsdiversitet etter revanning, og forekomsten av noen arter var
hgyere etter revanning. Karakterisering av mikrobielle samfunnet viste en varierende

artsdiversitet som effekt av dyrkinglokasjon og sesong.

Den fylogenetiske analysen viste ingen tydelig gruppering av isolatene, og siden 16S rRNA
genet ikke blir regnet som gunstig marker for artsidentifisering av Escherichia kan det ikke
fastslaes at det bare er tilstedeveerelse E. coli-isolater. Testing av antibiotikaresistens er
fremdeles interessant a studere i Escherichia med tanke pa dens rolle i spredning av
antibiotikaresistens i miljget og oppover i naeringskjeden. En forekomst ESBL-produserende E.
coli i blaskjellene er bekymringsverdig med tanke pa utvikling og spredning av resistens. Ved
gkende temperaturer som resultat av global oppvarming blir det enda viktigere a overvake

forekomsten av patogene bakterier, spesielt Vibiro spp., og antibiotikaresistente bakterier.
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7 Veien videre

Ved karakterisering av bakterieisolater ved 16S rRNA blir det gjort et selektivt utvalg av hvilke
kolonier som blir sekvensert. En pagaende masteroppgave har gjennomfgrt en 16S rRNA
amplifikasjonssekvensering av ekstraherte DNA-prgver fra de samme blaskjellene. Dette kan
brukes som komplimenterende arbeid da metoden ikke selekterer mikroorganismer og det

kan gi et mer representativt bilde pa forekomsten av mikroorganismer i blaskjell.

| denne studien ble funnet ut at det mikrobielle samfunnet varierte som funksjon av
revanning, dyrkingslokasjon og sesong. For videre studier hadde det vart interessant a
undersgke hvordan og hvilke faktorer som pavirker det mikrobielle samfunnet over tid ved
ulike lokasjoner. En mer utbredt karakterisering av de gram-negative miljgbakteirene kunne
blitt gjort ved gjennomfgrelse av en fylogenetisk analyse. Ved sekvensering ved 16S rRNA
genet ble eksempelvis Vibrio sp. identifisert, hvor det hadde vaert interessant a vite hvilke arter

som forekom i blaskjellene.
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Vedlegg A

Resultater fra antimikrobiell resistens testing

Tabell 7: Resultater av minste inhiberende konsentrasjon (MIC) i blaskjell av forskjellige isolat av Escherichia coli
pG AMP (Ampicillin), MERO (Meropenem), CIP (Ciprofloxacin), AZI (Azithromycin), AMI (Amikacin), GEN
(Gentamicin), TGC (Tigecycline), TAZ (Ceftazidime), FOT (Cefotaxime), CHL (Chloramphenicol), COL (Colistin),
NAL (Nalidixic Acid), TET (Tetracycline), TMP (Trimethoprim) og SMX (Sulfamethoxazole) i oktober. Resistens
mot antibiotika er markert med oransje.

Oktober
MIC mg/L
Identitet | A| MER | CIP AZI | AM | GE | TGC | TAZ FOT |CH |[CO |NA | TE | TMP | SMX
M| O | N L L L T
P
Stamme 8 | <0.03 | <0.01 | 16 <4 <0. <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |05 >51
CCUG 5 5 5 5 5 2
17620
Indre dyrkingslokasjon, Fgr revanning
IFO1 4 | <0.03 | 0.03 <2 <4 1 <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 | <0.2 |<8
5 5 5 5
Midtre dyrkingslokasjon, Fgr revanning
MFO1 2 | <0.03 | 0.03 16 <4 <0. |<0.2 |<0.2 |[<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 2
MFO2 <| 16 2 <2 64 8 <0.2 | >8 >4 <8 >16 | >64 | <2 | <0.2 | >51
1 5 5 2
MFO3 4 | <0.03 | <0.01 | 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 [<8 |<1 |<4 <2 |05 >512
5 5 5 5 5
MFO4 4 |<0.03 |0.03 |8 <4 1 <0.2 | <0.2 [ <0.2 [<8 |<1 |<4 <2 |05 >51
5 5 5 2
MFO5 4| <0.03 | <0.01 | 8 <4 1 <0.2 | 0.5 <0.2 | <8 <1 <4 <2 |2 >51
5 5 5 2
MFO6 4 | <0.03 | 0.03 16 <4 1 <0.2 | <0.2 [<0.2 [ <8 |<1 |<4 <2 | <0.2 | >51
5 5 5 5 2
Midtre dyrkingslokasjon, Etter revanning
MEO1 < | 0.06 0.25 >64 | <4 <0. <0.2 | 8 0.5 <8 >16 | 64 <2 |05 >51
1 5 5 2
Ytre dyrkingslokasjon, Fgr revanning
YFO1 > | 2 0.25 >64 | <4 <0. 1 2 >4 32 <1 64 4 >16 512
3 5
2
YFO2 > |2 0.25 | >64 | <4 <0. |1 2 >4 32 | <1 |32 4 >16 512
3 5
2
YFO3 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 1 <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 2
YFO4 8 | <0.03 | 0.03 16 <4 1 <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 1025 | >51
5 5 5 2
YFOS5 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. <0.2 | <0.2 |0.25 | <8 <1 <4 <2 |05 >51
5 5 5 2




Vedlegg A Side 2 av 3

YFO6 2 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |05 >51
5 5 5 5 2
YFO7 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |05 >51
5 5 5 5 2
YFOS8 2 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 2
YFO9 4 |<0.03 |0.03 |8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 [<8 |<1 |<4 <2 |05 >51
5 5 5 5 2
YFO10 2 |<0.03 |003 |8 <4 1 <0.2 [<0.2 |<0.2 | <8 |<1 |<4 <2 |05 >51
5 5 5 2
YFO11 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 2
YFO12 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 2
YFO13 4 | <0.03 | 0.03 8 <4 <0. | <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 2
YFO14 4| <0.03 | <0.01 | 8 <4 <0. <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 5 5 2
Ytre dyrkingslokasjon, Etter revanning

YEO1 2|<0.03 (<0014 <4 <0. <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 <2 |<0.2 |<8

5 5 5 5 5 5

Tabell 8: Resultater av minste inhiberende konsentrasjon (MIC) i bldskjell av forskjellige isolat av Escherichia coli
pd AMP (Ampicillin), MERO (Meropenem), CIP (Ciprofloxacin), AZI (Azithromycin), AMI (Amikacin), GEN
(Gentamicin), TGC (Tigecycline), TAZ (Ceftazidime), FOT (Cefotaxime), CHL (Chloramphenicol), COL (Colistin),
NAL (Nalidixic Acid), TET (Tetracycline), TMP (Trimethoprim) og SMX (Sulfamethoxazole) i mars. Resistens mot
antibiotika er markert med oransje.

Mars
MIC mg/L
Identitet | A| MER Cip AZI | AM | GE TGC | TAZ FOT |[CH |CO | NA [TE | TMP | SMX
M| O | N L L L T
P
Stamme 4| 0.25 <0.01 | 16 <4 <0. <0.2 | 0.5 <0.2 | <8 <1 <4 <2 |05 >51
CCuG 5 5 5 5 2
17620

Indre dyrkingslokasjon, F@r revanning

IFM1 8 | 0.06 0.03 |38 <4 <0. | <0.2 |05 <0.2 | <8 | <1 |<4 <2 | <0.2 | >51

5 5 5 5 2
IFM2 4 | 0.06 0.03 8 <4 1 <0.2 | 0.5 0.5 16 | <1 <4 <2 |1 >51
5 2
IFM3 4 | 0.06 0.03 16 <4 <0. | <0.2 |05 <0.2 | <8 |<1 <4 <2 | <0.2 |>51
5 5 5 5 2
IFM4 4 | 0.06 0.03 8 <4 1 <0.2 | <0.2 |<0.2 |<8 |«1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 5 5 2
IFM5 1|4 0.12 <2 <4 <0. <0.2 | >8 >4 <8 >16 | <4 <2 | >16 16
6 5 5

Midtre dyrkingslokasjon, Fgr revanning

MFM1 2 ]<0.03 |>0.01]| 4 <4 <0. <0.2 <0.2 <0.2 <8 <1 <4 <2 <0.2 >51
5 5 5 5 5 5 2

MFM2 3|8 0.5 4 <4 2 <0.2 |1 4 <8 |2 <4 4 2 >51
2 5 2
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MFM3 2|<0.03 (<0014 <4 <0. <0.2 |<0.2 |<0.2 |<8 <1 <4 4 <0.2 | >51
5 5 5 5 5 5 2

MFM4 1|2 0.25 8 <4 1 <02 |1 2 <8 | <1 <4 4 0.5 >51
6 5 2

MFM5 2 | 0.06 0.06 |4 <4 2 <0.2 | 05 0.5 <8 | <1 <4 <2 |<0.2 |>51
5 5 2

Ytre dyrkingslokasjon, Fgr revanning

YFM1 > | >16 1 4 <4 2 0.5 2 >4 <8 |16 | <4 8 >16 >51

3 2
2
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